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総合要旨
ビール大麦の効率的な新品種育成を目的とした，DNA マーカーを利用した育種選抜シス
テムの開発のための基礎的研究を行った．
主な国内二条大麦品種間の DNA マーカーを効率的に検出する分析方法を検討するた
め，RAPD 分析，CAPS 分析および SSR 分析について比較し，CAPS 分析が優れることを
明らかにした．CAPS分析を利用して二条大麦の国内 22品種間の識別法を開発した．
品種間の遺伝的背景を把握する方法として，家系図の祖先品種の共通程度を基にしてコ
ンピュータプログラムで簡易に算出できる近縁係数と，DNA マーカーにおける遺伝子型
の検出率から根井の遺伝的距離を算出した．また，両者の間に r ＝-0.526 ～-0.650 の有意
な相関関係があることを明らかにした．
二条大麦の重要病害であるオオムギ縞萎縮病に対する徳島モチ裸由来の抵抗性遺伝子
rym7t を持つ品種と持たない品種の交配 F1 から半数体倍加系統群を作製した．半数体倍
加系統群は，オオムギ縞萎縮病抵抗性，その他の形態マーカーおよび DNA マーカーにお
ける遺伝子型がいずれも期待分離比に適合した．
7H染色体の連鎖地図を作製し，rym7tに連鎖する DNAマーカーで検出した遺伝子型は，
オオムギ縞萎縮病抵抗性の観察による判定と 87 ％が一致し，育種選抜に利用できると判
断した．
うどんこ病，斑葉病，凸腹粒および麦芽品質の QTL解析を行い，これらに関与する QTL
をそれぞれ 1，2，2 および 15 カ所検出した．rym7t 近傍には検出されなかった．これら
は，品種の育成の交配組合せの選定や DNAマーカーの開発に寄与する情報である．
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要旨
１．二条大麦品種の DNA マーカーによる解析を効率的に行うため，品種間の DNA 多型
検出率の比較を，RAPD分析，SSR分析および CAPS分析により得た DNA断片について，
アガロースゲルによる検出で行った．
RAPD 分析，SSR 分析 および CAPS 分析において，DNA 多型検出頻度の平均値は，国
内品種間では 2.8 ％，0.7 ％，18.7 ％ (上記の分析方法の順) であり，外国品種と国内品
種間では 4.8％，1.7％，43.3％ (同上) であった．最も効率的に DNA多型を検出した分
析方法は CAPS 分析であった．また CAPS 分析は，PCR 反応による増幅の安定性，DNA
多型の再現性および視認性からみて，RAPD分析や SSR分析に比べて優れた．
２．品種の純度管理，偽装防止を目的とした DNAマーカーによる品種識別法として，CAPS
分析により，国内二条大麦 22品種と外国二条大麦 2品種の計 24品種を識別できる方法を
開発した．24 品種は 9 種類のプライマー組合せと 6 種類の制限酵素との組合せで識別が
可能であった．
併せて，4つの SSRマーカーによる 24品種のうち 6品種の特定と残りの品種を 5群の 2
品種，3 品種，3 品種，4 品種および 6 品種に識別できた．さらに 6 つの RAPD マーカー
により 24品種のうち 11品種の特定と，残りの国内品種 13品種を 2品種と 11品種の 2群
に識別できた．
３．品種間の遺伝的近縁の程度を把握する目的で，国内二条大麦主要品種間の近縁係数を
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家系図から統計的に算出した．近縁係数は供試した 22品種間で 0.100～ 0.809の変異が認
められた．
他の 21品種との近縁係数の平均値が高かったのは，はるな二条の 0.517，ミサトゴール
デンの 0.483，ニシノゴールドの 0.469およびみょうぎ二条の 0.454であった．一方，他の 21
品種との近縁係数の平均値が低かったのは，スカイゴールデンの 0.173 であった．多くの
主要品種がはるな二条など良質品種との近縁の程度が高く，わが国ビール大麦の遺伝的背
景がかなり狭いことを示した．
４．DNA 多型の検出率を基に品種間の遺伝的距離 (根井の遺伝的距離 D) を算出した．
遺伝的距離は供試した国内二条大麦 22品種間で 0.000～ 0.639の変異が認められた．他の
品種と近縁の程度が高い品種は，はるな二条(0.206)，さきたま二条 (0.206)，ニシノゴー
ルド (0.251)，ミサトゴールド (0.271)などであった．これらの品種は近縁係数（値は近
縁の場合に高くなり，遺伝的距離とは逆の関係になる）でも他の国内二条大麦 21 品種と
の近縁の程度が高く，近縁係数と同様の関係を示した．平均的な遺伝的距離が高く他の国
内二条大麦 21 品種との近縁の程度が低い品種は，きぬゆたか (0.639) であった．スカイ
ゴールデンは平均的な遺伝的距離が 0.298 と比較的低い値であり，近縁係数で示した他品
種との近縁の程度とは異なる傾向を示した．
５．家系図から統計的に計算した近縁係数と，DNA マーカーの多次元空間内での距離か
ら計算した遺伝的距離との関係をみた．近縁係数と，遺伝的距離との間には r =-0.526～
-0.650の有意な相関が認められた．
従って，近縁係数は，両親から半分ずつの遺伝物質を確率的に受け継ぐとして算出する
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が，この値は品種間の DNA 多型検出率を基にした遺伝的相似度からもある程度裏付けさ
れた．また一方で，今回用いた DNA マーカーで検出した染色体上の領域は，品種育成の
過程で後代にほぼ均等に分離していったと考えられる．
６．DNA マーカーを利用して有用遺伝子を効率的に導入する育種法を確立する目的で，
遺伝分析の材料として，オオムギ縞萎縮病抵抗性品種と罹病性品種の F1 に野生大麦
H.bulbosum を交配して得た胚を培養し，コルヒチン処理をして半数体倍加系統を作出し
た．半数体倍加系統群の作出率は，H.bulbosumを受粉した F1の穎花数に対して，2.1～ 7.2
％と比較的高い値であった．
７．半数体倍加系統群 95 系統のオオムギ縞萎縮病 (Ⅰ型) に対する表現型は，抵抗性 47
系統と感受性 48系統で，期待分離比 1：1によく一致した．また，連鎖分析に利用するた
めの DNA マーカーにより検出した遺伝子型の分離比も，37 マーカー中 36 マーカーが抵
抗性系統型：感受性系統型の 1：1 の期待分離比に適合し，ヘテロ型は全く検出されなか
った．
遺伝解析の材料として半数体倍加系統群は，完全なホモ接合体でヘテロ型が判定できな
い優性マーカーも利用可能で，劣性遺伝子の表現型が観察できて遺伝子型との対応を確認
できること，同一の遺伝子構成の材料として維持・増殖が容易で，異なる環境下で形質評
価を繰り返し行えるため，遺伝子発現の評価の信頼性を高めることができる点で優れてい
た．
８．すべてのレースに抵抗性である徳島モチ裸由来のオオムギ縞萎縮病抵抗性遺伝子
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（rym7t）を持つ品種を効率的に選抜できる DNAマーカー開発を目的として，半数体倍加
系統群を用いた連鎖解析を行った．その結果，形態マーカー 3，DNA マーカー 27 および
rym7t遺伝子の計 31マーカーによる全長 299.5cMの 7H染色体の連鎖地図が作製できた．
rym7t の両側の最も近傍の DNA マーカーとして R13+RAPD1 と MWG511 を選定した．
R13+RAPD1は rym7tから 7H染色体短腕側に 27.1cMで連鎖する RAPDマーカーである．
MWG511は rym7tから 7H長腕側に 11.9cMで連鎖する CAPSマーカーである．
９．rym7t の両側の最も近傍の DNA マーカー MWG511 で検出した遺伝子型とオオムギ縞
萎縮病に対する抵抗性との一致程度を明らかにし，選抜精度の確認を行った．半数体倍加
系統 94 系統中 82 系統 (87%) が，DNA マーカーにおける遺伝子型と表現型からみたオ
オムギ縞萎縮病抵抗性の判定とすべて一致した．一方，一致しなかったのこりの 12 系統
は，rym7t と DNA マーカーとの間で組換えが起こっていると考えられ，これらは今後さ
らに rym7t近傍の DNAマーカーの探索のための解析材料として利用できる．
１０．効率的に遺伝子を集積して新品種を育成するための遺伝子の染色体上の座乗位置情
報を得る目的で，うどんこ病抵抗性，斑葉病抵抗性および麦芽品質に関する形質について，
QTL 解析を半数体倍加系統を用いて行った．その結果，うどんこ病抵抗性に関する QTL
が 1H 染色体に 1 つ，斑葉病抵抗性に関する QTL が 2H 染色体と 6H 染色体にそれぞれ 1
つ，凸腹粒に関する QTLが 1H染色体と 2H染色体にそれぞれ 1つずつ，麦芽品質に関す
る QTLが 1H，2H，3H，5Hおよび 6H染色体に合計 15検出された．7Hに座乗する rym7t
近傍には検出されず，これらの遺伝子を全て持った品種の育成に支障はないと考えられた．
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１１．このようにして，本研究では DNA マーカーの効率的な検出方法を検討し，主要二
条大麦品種の識別技術を開発した．また，品種間の近縁係数が，遺伝的距離と有意な相関
があることを明らかにした．さらに遺伝的に完全にホモ接合体で固定された遺伝解析の材
料として優れる半数体倍加系統を作製し，これを利用して，オオムギ縞萎縮病抵抗性遺伝
子の座乗位置を明らかにするとともに育種選抜に利用できる DNA マーカーを選定した．
これらの成果は，今後の二条大麦の新品種育成技術に大きく寄与するものと考えられる．
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第１章 序論
農作物の品種とは，育成者の多大な努力によって，形態，生理作用および栄養成分など
農業上重要な形質が改良された，他の集団と区別できる集団である (吉田 1999)．品種は
農業上重要な役割を担っており，世界的にみると短稈，多収および広域適応性の水稲品種
IR8 や，CIMMYT による半矮性小麦品種などの育成と普及は，発展途上地域の食糧事情
の改善に大きく貢献し，緑の革命 (ビッケル 1995) をもたらした．日本において品種は，
水稲品種のコシヒカリ，苺品種のとよのかなど，品種改良により優れた食味を有すること
から，品種自体が市場でブランドとして評価され消費者の購入の際の指標となり，消費拡
大に大きく貢献している．
大麦は，ビール，味噌，焼酎，麦茶，押し麦など様々な食品の原料として用いられてい
る．これらの用途に合うように特性を備えた品種の改良が行われているため，大麦の用途
は，主に品種銘柄で判断されている．ビール大麦は，福岡県において約 5000ha栽培され，
これは日本の都道府県で 3番目の栽培面積である．水稲との二毛作による土地の高度利用
型作物として，福岡県の基幹作物として重要な位置を占める．二毛作を成立させるために
は早生品種が必須である．ビール大麦には，このほかの品種特性として高度の醸造適性が
求められ，品種の純度を高く保つことが重要である．
近年，農産物の一連の偽装表示事件を受け，農林物資の規格化および品質表示の適正化
に関する法律である改正 JAS 法や，農作物の品種の育成者権の保護を目的とした種苗法
の一部改正法が制定された (野澤 2004)．このような農産物を取り巻く現状からみて，品
種の育成者の権利保護，農作物の品種の適正な取引による品質の高位安定化および消費者
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の食品の情報公開への関心の高まりに応える技術として，品種を識別する技術の確立が強
く求められている (赤木 2000，松本 2003，齋藤 2004)．
水稲や麦類などの主要な作物においては，優良種子の生産や普及を促進するための主要
農作物種子法により，都道府県の農業試験場が原々種や原種種子の生産を行っている．原
々種や原種圃では，品種の純度維持のため，栽培によって品種特有の出穂期，成熟期およ
び草型など形態的特徴を植物体ごとに検査して，異品種や変異体の除去を行う．しかし，
生産年や栽培環境により個体間差が認められる農作物について，品種を簡易かつ迅速に判
別できる決定的な判断材料はいまのところあまりない (木村 2004，山本 2004，松本 2004，
大坪 2004)．
近年，わずかな量の DNA からプライマーで挟まれた特定領域の DNA 断片を短時間に
大量に増幅する PCR (Polymerase Chain Reaction) 法 (Mullisら 1986) が開発され，品種
間の微細な DNA構造の違いを DNAマーカーとして容易に検出することが可能となった．
DNA 構造の違いを検出して品種を識別する技術が優れる点は，極少量の試料，栽培環境
の異なる試料，加工品に対して精度の高い識別が可能なことである．水稲では，これまで
困難であった精米 1 粒ずつの分析からブレンド商品の品種の特定 (赤木 2000) ，異なる
産地や生産年次の試料における品種の識別 (大坪ら 1999a)，長期間貯蔵している種子
(Matsue ら 2002) や加工食品である炊飯米 (大坪ら 1999b) の品種識別などが可能にな
っている．実際に流通段階の検査において，米では秋田県総合食品研究所で開発した DNA
鑑定法 (小笠原・高橋 2000) の実用化により，JA 秋田が品種鑑定シールを貼って出荷し
ている (赤木 2000)．その他の作物品種においても，違法な輸入，生産，集荷および販売
を防止するため，米 (大坪ら 1999a,b，赤木 2000，小笠原・高橋 2000)，い草 (伴 2004，
齋藤 2004)，茶 (松元ら 2003)，苺 (Kunihisaら 2003)，桃 (山本 2004)，梨 (木村 2004)，
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椎茸 (松本 2004)，隠元豆 (紙谷ら 2004)，枝豆用大豆 (小曽納・伴 2003) をはじめと
する多種多様な作物で DNAマーカーを利用した品種識別技術の開発が行われている．
DNA マーカーを利用した品種識別技術の開発において，水稲では遺伝的背景が近縁な
日本型品種間の DNA 多型検出頻度は著しく低く (久保ら 2000，河野ら 2000)，選定には
多大な時間，労力が必要であり (久保ら 2000)，大きな初期投資が求められる (赤木
2000)．河野ら (2000) は遺伝背景が近縁な日本型水稲品種間において効率的に DNA マ
ーカーを検出する方法を AFLP，RFLP，SSR および RAPD 分析から比較検討し，多型検
出率が比較的高い RFLP マーカーと SSR マーカーを組合せた利用が有効であると報告し
ている．
しかし，二条大麦では，効率的に DNA 多型を検出する方法や検出頻度について，遺伝
的背景が近縁な国内品種間で比較検討した報告はないようである．
そこで，本論文ではまず近年国内で栽培されている二条大麦品種間で DNA マーカーを
効率的に検出できる方法について比較検討を行い，品種識別に利用できる DNA マーカー
を明らかにしようとした．
一方，新品種の育種事業は，生産性と品質改善による消費拡大のための新商品開発とし
て重要な位置を占める．しかしその育成は，育種家の経験と熟練度によるところが大きく，
多大な時間と労力を要する．育種計画の策定では，地域に普及している品種間，そして交
配親となる品種間の遺伝的背景の関係について把握し，その地域の遺伝的脆弱性 (Weber
and May 1989) を回避して安定多収を戦略的に保つことが重要である．品種間の遺伝的背
景の関係を把握するには，家系図の祖先品種の共通程度からみた近縁係数を統計的に算出
する方法 (酒井 1957) と，DNA マーカーにより品種間の DNA 多型を検出し，遺伝的相
似度を調査する方法 (根井 2002) がある．次に本論文では，それぞれの方法により品種
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間の遺伝的背景を把握し，さらに家系図の祖先品種の共通程度からみた近縁係数が，DNA
マーカーの検出率から算出した根井の遺伝的距離で説明できるか，できるとすればどの程
度であるか推定しようとした．
新品種を育成するための最適な交配品種の組合せを決定すると，交配を多数行い雑種後
代を多数育成する．この中から，食味や外観など消費者の嗜好性，形や保存期間など流通
適性，早生，多収，耐倒伏性や耐病性など生産特性など，農業上必要となる様々な有用形
質や有用成分をできる限り多く集積した有望系統を，効率的かつ精度高く迅速に選抜しな
ければならない．選抜には，対象となる有用形質を評価するための試料，施設および専用
の分析機器を要し，多大な時間と労力がかかる．そのため，育種事業で新品種を育成する
ためには，効率的かつ精度の高い選抜方法の開発が重要となる．
近年，DNA マーカーを利用したオオムギの連鎖地図を作製し，育種目標となる重要な
農業形質である種子感水性 (岩佐ら 1999)，醸造適性 (岡田ら 2002)，凸腹粒や側面裂皮
粒 (Kai ら 2003)，木石港 3 由来のオオムギ縞萎縮病抵抗性遺伝子 (Miyazaki ら 2001)
および赤かび病 (Horiら 2003) などに関与する有用な遺伝子の解析が急速に進んでいる．
遺伝解析により開発された有用遺伝子に連鎖する DNA マーカーによる育種選抜は，新品
種育成における育種選抜を効率化する一つの手段として期待されている (井辺・吉村
1999)．DNA マーカーによる育種選抜が優れる点は，分析用の試料が極少量の DNA であ
るため，早い育成世代の幼植物においても，環境条件による変異で評価が困難な形質に関
与する有用遺伝子を有する個体を効率的かつ高精度に判別でき，確実に形質の改良を進め
ることができることである．また，評価に多大な時間と労力，専用の分析機器を要するさ
まざまな形質の選抜を，遺伝子型の調査という 1 つの実験系で効率的に行えることが考
えられる．水稲において重要病害であるイネ縞葉枯病抵抗性遺伝子 Stvb-i (早野ら 2000)
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および穂いもち抵抗性遺伝子 Pb1 (遠山ら 1998，Fujiiら 2000) に連鎖する DNAマーカ
ーが開発されている．これらの DNA マーカーは，育種の現場で選抜への利用を，労力や
コストの面から検証がなされている．その結果，イネ縞葉枯病抵抗性の選抜では，坂ら
(2000) が開発した幼苗による大量検定システムが稼働しているものの，ヒメトビウンカ
の飼育とそのための施設にかかるコストや労力，ウイルス保毒虫率に応じた検定日数の調
整などによる検定者の熟練度による検定精度の差などからみて，DNA マーカー選抜導入
のメリットが大きいとされている．葉いもち病抵抗性の選抜では，連続戻し交雑法による
コシヒカリ準同質遺伝子系統作出において，病気の発生程度に気象の影響が大きく 1年に
1 回しか検定できないため連続戻し交雑が検定と同一年内にできなかった問題が，DNA
マーカー選抜では出穂前に判定できるため，穂いもち抵抗性選抜を実施しても，連続戻し
交雑を温室内で最速 1年に 3回のペースで進めることが可能になり，有効な手法であるこ
とが明らかにされている (杉浦ら 2004)．その他にも，従来日本において生産が極めて難
しいといわれたパン用の硬質小麦において，その育種にパン用として優れる 5+10 サブユ
ニットを有する品種の選抜に利用できる DNA マーカーが開発され (石川ら 2004)，幼植
物のうちに硬質小麦の選抜が可能になると考えられる．
このような育種選抜に利用できる DNA マーカーの開発には，塩基配列の解読や DNA
マーカーの作成技術，DNA 多型の検出技術，連鎖地図の作製および量的遺伝子の座乗位
置を解析する QTL解析 (鵜飼 1999) の技術が必要である．しかし近年，塩基配列や DNA
マーカーの情報は大麦では多くの情報が公開されている (Blakeら 1996，Manoら 1999，
Ramsay ら 2000)．また，イネをはじめとするコムギやダイズ，野菜や果樹などにおける
DNA マーカーの開発も，独立行政法人農業技術研究機構作物研究所による「DNA マーカ
ーによる効率的な新品種育成システムの開発」プロジェクトにより急速に進展している．
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連鎖解析や QTL解析は，コンピュータソフトMAPMAKER version 3.0 (Landerら 1987)
や MAPL98 (鵜飼ら 1995) など多くのプログラムが開発され，必要なデータを入力する
ことで迅速に結果が得られる．QTL の検出は，遺伝解析の手始めとして対象とする遺伝
子の座乗領域を明らかにする目的であれば，50cM の間隔で DNA マーカーがあれば可能
であり，DNAマーカーの数はさほど重要ではない (Darvasi and Soller 1994)．遺伝解析の
研究で重要なのは，DNA 解析の対象となる形質の高い精度での評価方法と，安定した評
価が得られる質の高い材料の確保である (矢野・春島 1994)．形質の評価方法では，環境
の影響による変異を小さくするために様々な条件下で評価を繰り返し行うか，評価に最適
な環境条件下で精度の高い検定ができる方法を開発する必要がある．一方，遺伝解析に適
する材料は，遺伝解析の対象となる形質について個体間 (または系統間) で明らかに遺伝
子由来の変異が認められること，形質発現が安定していて再現性のある結果が得られるこ
と，遺伝的に固定化されていて繰り返し栽培してもその後代で形質の分離が無いこと，同
一遺伝子構成の材料として増殖が容易で分析用として多量に確保できることが望ましい．
イネにおいては，QTL の高精度マッピングや遺伝子間および環境との相互作用の検出に
有効に活用できる染色体の一部が置換されて固定された染色体部分置換系統シリーズが作
出されている (吉村・土井 2001，Kuboら 2002)．
そこで本論文では，育種選抜に有効利用できる DNA マーカーを開発する目的で，遺伝
解析材料として，野生大麦 Holdeum bulbosum L.を利用する Furushoら (1990b) の方法に
準じて短期間で完全な純系と期待される半数体倍加系統群を作出しようとした．半数体倍
加系統は，オオムギ品種と野生オオムギを交雑すると受精後早い段階で野生オオムギの染
色体のみが消失する現象を利用し，残っているオオムギ品種由来の染色体をコルヒチン処
理により倍化することで，染色体がすべてホモ接合体の固定系統を短期間で得ることがで
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きる利点があり，遺伝解析に半数体倍加系統を用いた報告がいくつかある (岩佐ら 1999，
Kai ら 2003)．しかし，遺伝解析材料の重要性からみて，半数体倍加系統の適性を検討し
た報告はないようである．そこで本論文では，半数体倍加系統の作出から形態マーカーや
DNA マーカーによる遺伝子型のメンデル分離比までの具体的なデータを示して，遺伝解
析材料としての適性を明らかにしようとした．
本論文で開発しようとする DNA マーカーは，オオムギ縞萎縮病のⅠ型，Ⅱ型，Ⅲ型す
べてのレースに対して抵抗性を示す新たな徳島モチ裸由来の劣性遺伝子 (以下仮に rym7t
として表記 (福岡ら 1991，古庄・福岡 1997)) を有する個体を判別できるものとした．
オオムギ縞萎縮病は，大麦の病害の中で最も被害が大きいウイルス病で，感染すると株
全体が黄化，萎縮して発病が激しいと枯死に至り，醸造品質が低下する (氏原ら 1984，
草場ら 1965)．オオムギ縞萎縮病は根に寄生する Polymyxa graminis によって媒介される
土壌伝染性 (遠山・草場 1970) であるため，圃場が一度汚染されると薬剤や耕種的な方
法では有効な防除は難しく，抵抗性品種を用いる以外に効果的な防除法がない．被害を防
ぐためには，抵抗性遺伝子を有する品種を交配してその後代系統をウイルス汚染圃場で検
定するしか方法が無い．そのため，均一に汚染された圃場の確保や供試材料数が限られる
など制限要因がある (八田ら 2004，Kashiwazakiら 1989，柏崎 2000)．
そこで，オオムギ縞萎縮病抵抗性遺伝子 rym7t の染色体上の座位を明らかにし，抵抗性
の個体を選抜できる DNA マーカーを開発することは，オオムギ縞萎縮病抵抗性を有する
品種の選抜および育成を行うために利用価値が高いと判断した．オオムギ縞萎縮病は，半
数体倍加系統以前の半数体の世代において個体の早期選抜が可能であり (古庄ら 1990a)，
均一に汚染された環境を維持して耐病性の検定を行うよりも，DNA マーカーを利用する
ことで，より精度が高い効率的な選抜ができるようになると考えられる．
- 14 -
そこで本論文では，rym7t 遺伝子について，連鎖解析を行い連鎖地図を作成して染色体
上の座乗位置を推定しようとした．さらに rym7t 遺伝子を有する系統を高精度に選抜でき
る rym7t遺伝子近傍の DNAマーカーの開発を図った．
一方で，今後地域に普及するビール大麦の新品種に対して求められる特性は，早生，多
収，オオムギ縞萎縮病やうどんこ病に対する抵抗性，赤かび病のデオキシニバレノール
(DON) が無いこと，外観品質が良好で被害粒の発生が無いこと，整粒歩合が高いこと，
醸造品質が優れることなど，極めて多い．これらの重要形質のなかには環境の影響で変動
するものが多く，それぞれ特性検定や分析を行うためには，多大な施設，費用，労力およ
び時間を要する．また，これらの有用形質と同じ染色体上で劣悪な形質が連鎖している場
合，目的の形質のみを備えた品種の作出率は低くなり，育成が困難となる．
QTL 解析は，解析が困難であった量的遺伝子の染色体上の位置を把握することができ
る．そのため，育種の対象となる有用な農業形質が劣悪な遺伝子との連鎖の有無を知るこ
とができる．このような情報は，効率的な育種を行うことを目的として，それらの連鎖す
る形質を個々に判別できる DNA マーカーを戦略的に開発し，劣悪な連鎖を断ち切った有
用な農業形質に関する遺伝子のみが集積した個体の選抜，育成に利用することができる．
そこで本論文では最後に，二条大麦品種において重要な有用農業形質であるうどんこ病
抵抗性，斑葉病抵抗性，凸腹粒および麦芽品質 (水感受性，粗タンパク含有率，麦芽可溶
性窒素，麦芽エキス％，β－グルカン，ジアスターゼ力) などについて，きぬゆたかと吉
系 15由来の半数体倍加系統群を用いて QTL解析を行い，これらの形質の染色体上の座乗
位置を推定するとともに，QTLの最も近傍の DNAマーカーを明らかにしようとした．
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第２章 二条大麦の DNAマーカーによる品種識別
農作物の品種とは，育成者の多大な努力によって，形態，生理作用および栄養成分など
農業上重要な形質が改良された，他の集団と区別できる集団である (吉田 1999)．そのた
め，異品種の混入は，生産段階では栽培特性の違いから生産性が不安定となり，流通や加
工段階では加工特性や栄養成分の品種間差などから品質が不安定になるため，生産者のみ
ならず実需者や消費者にとって好ましくない．
一方で，品種は育成されて一度世に出回ると増殖が比較的容易である．品種の育成者の
権利保護，農作物の品種の適正な取引による品質の高位安定化のため，また，消費者の食
品の情報公開への関心の高まりからみて，品種を識別する技術の確立が様々な作物で強く
求められている (大坪ら 1999a，赤木 2000，小笠原・高橋 2000，伴ら 2002，小曽納・
伴 2003，松元ら 2003，紙谷ら 2004)．
二条大麦においては，用途がビールや焼酎などの醸造用と味噌などの食糧用があり，そ
れぞれの用途に適した品種が育成されている．これらの国内で育成された品種についての
精度の高い識別技術の確立は，育成者の権利保護，品種の純度維持，品種特有の品質の高
位安定化を図るため，また，用途に合う品種や需要の高い品種を実需者や消費者に対して
確実に供給するために急務となっている (伴ら 2002，丸山 2003)．
近年，PCR 法の開発 (Mullis ら 1986) により，品種間の微細な DNA 構造の違いであ
っても DNA 多型として容易に検出することが可能となり，少量の試料で精度の高い品種
識別できるようになった (赤木 2000)．
DNA マーカーを利用した品種識別技術の開発において，まず，DNA マーカーの開発ま
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たは選定では，水稲では遺伝的背景が近縁な日本型品種間の DNA 多型検出頻度は著しく
低く (久保ら 2000，河野ら 2000)，選定には多大な時間，労力が必要である (久保ら
2000)．
河野ら (2000) は遺伝背景が近縁な日本型水稲品種間において効率的に DNA 多型を検
出する方法を AFLP，RFLP，SSR および RAPD 分析から比較検討している．その結果，
日本型水稲品種間の多型検出頻度は SSR や RFLP 分析が高いことを明らかにし，品種識
別には，検出操作の容易さから SSR や RAPD 分析が有用であり，特に多数の DNA 増幅
断片を一度に検出できる点からみると AFLP分析が適していると報告している．一方，PCR
による品種識別の最も重要なポイントとして，再現性 (赤木 2000) が求められる．
二条大麦では，効率的に DNA 多型を検出する方法や検出頻度について，遺伝的背景が
近縁な国内品種間で比較検討した報告はないようである．一方，再現性についてみると，
筆者は RAPD 分析により国内二条大麦 8 品種を識別可能な RAPD マーカー 5 種類を得た
が，PCR 反応を行う機種の違いによってはこれらの RAPD マーカーの再現性が失われる
ことがあった (内村ら 2000)．
そこで，本章では近年国内で栽培されている二条大麦品種 22 品種と外国二条大麦 2 品
種の計 24 品種を供試して，視認性，再現性が良好で効率的に品種識別できる DNA 多型
を検出できる方法について，操作が容易な SSR，RAPD および CAPS分析から比較検討を
行った．また，供試した 24 品種すべてを識別できる，視認性と再現性が優れ，最も効率
的かつ最小の DNAマーカーの組合せを明らかにしようとした．
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１．CAPS，SSR，RAPD解析からみた国内二条大麦の DNA多型検出率
品種間の DNA 多型を検出する技術は，品種鑑定への利用，育種における有用農業形質
の発現の多様性の解明や選抜に利用できる DNA マーカーの開発など，様々な分野で利用
ができる．これからの研究を効率的に行う上で，DNA 多型を高頻度に検出し，操作が簡
易で短時間に結果を得る分析方法を検討することは重要と考えられる．
近年，DNA 多型を検出する方法として，RAPD 分析 (Random Amplified Polymorphic
DNA)(Williamsら 1990)，RFLP分析 (Restriction Fragment Length Polymorphism)，SSR分
析 (Simple Sequence Repeat) (Weber and May 1989)，CAPS分析 (Cleaved Amplified
Polymorphic Sequence) (Konieczny and Ausubel 1993)，AFLP分析 (Amplified fragment
length polymorphism )(Vosら 1995) などさまざまな方法が開発されている．このなかで，
プライマーで挟まれた特定領域の DNA 断片を短時間に大量に増幅する PCR (Polymerase
Chain Reaction) 法 (Mullisら 1986) を利用する RAPD，SSR，CAPSおよび AFLP分析は，
RFLP 分析に比べて極少量の DNA 量から結果を得ることができる利用しやすい分析方法
である．さらに操作性からみて比較的簡易かつ短時間で結果が得られる，RAPD，SSR お
よび CAPS 分析が優れると考えられた．一方，PCR 増幅産物の分画を行い DNA 多型を検
出するには，一般的にシークエンサー，アクリルアミドゲルまたはアガロースゲルなどが
ある．そのうちアガロースゲルは，作製が最も簡易で比較的短時間で結果を得ることがで
きるなど利用しやすい．
そこで，本節では国内二条大麦間において DNA 多型を効率的に検出する分析方法を検
討するため，RAPD，SSRおよび CAPS分析により得た PCR増幅産物について，アガロー
スゲルによる DNA多型の検出を行って，DNA多型の検出率を比較した．
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材料と方法
（１）供試品種
供試品種は，近年，国内で栽培されている二条大麦 (日本麦類研究会 2002) 22 品種，
あまぎ二条，アサカゴールド，ミハルゴールド，ほうしゅん，九州二条 16 号，ニシノゴ
ールド，ダイセンゴールド，きぬゆたか，ミサトゴールデン，スカイゴールデン，なす二
条，おうみゆたか，とね二条，みょうぎ二条，はるな二条，きぬか二条，ミカモゴールデ
ン，さきたま二条，タカホゴールデン，ニューゴールデン，ニシノチカラおよびニシノホ
シと，DNA の多型検出率の比較のために加えた外国二条大麦 2 品種，Harrington，Pallas
の合計 24 品種である．これらはすべて福岡県農業総合試験場で維持，保存していたもの
である．外国 2品種は，国内品種との系譜的関係が少なくとも記録上はない．
（２）DNAの抽出
DNAの抽出は幼植物の生葉から CTAB法 (Murray and Thompson 1980) を一部改変し
て以下のように行った．大麦の生葉を 50mL プラスチックチューブに約 5g 入れ，液体窒
素を十分量加えて薬さじで細かく砕いた．液体窒素を蒸発させ沸騰寸前の 1.5%CTAB 溶
液を 20mL 加えて軽く撹拌後，56 ℃のウォーターバス中で 20 分間振とうした．クロロホ
ルム/イソアミルアルコール (24：1) を 20mL 加え，さらに室温で 20 分間振とうした．
その後，室温で 2800rpm，20分間遠心した．上層 (水槽) を新しい 50mL遠心管に滅菌済
みの使い捨てのスポイトで移し，70 ℃に加熱しておいた 10 ％ CTAB を 2mL 加えて混合
後，さらにクロロホルム/イソアミルアルコール (24：1) を 20mL 加えて室温で 20 分間
振とうした．その後，室温で 2800rpm，20分間遠心した．再び上層 (水槽) を新しい 50mL
遠心管に滅菌済みの使い捨てのスポイトで移した．その遠心管に CTAB沈殿溶液を 1.5倍
量 (約 30mL) 加え緩やかに撹拌し，一昼夜静置して DNAを析出させた．
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DNA の精製は以下の通りとした．遠心管を室温で 3000rpm，20 分間遠心し，液体を捨
て底面にペレット状に張り付いた DNA のみを残した．直前に混合した 1mol･L －１の NaCl
と 10 μ g･mL －１の RNase の混合液を 5mL 加え，56 ℃ウォーターバス内で数時間かけて
DNA を完全に溶解させた．その液へ-20 ℃に冷やしておいた 99.5 ％エタノール 10mL を
加えて穏やかにかき混ぜて DNA を析出させた．析出した DNA をパスツールピペットに
巻き付けて新しい 15mLの遠心管に移した．
DNAの洗浄は以下の通りとした．70％エタノール約 5mLを加え 7分間静置して洗浄し
て，さらに 99.5 ％エタノール約 5mL で 5 分間静置して洗浄後，エタノールを捨てた．エ
タノールを蒸発させた DNA は，400 μ L の 10 ％ TE 溶液を加えて完全に溶かし，DNA
溶液として-20 ℃で保存した．分析には必要量を 10 ％ TE 溶液で 20ng･mL －１に濃度調整
して用いた．
（３）CAPS(Cleaved Amplified Polymorphic Sequence)分析
プライマーは Blake ら (1996) と Mano ら (1999) が作製したなかから，Kai ら (2003)
が国内二条大麦品種間で DNA 多型の検出を行った結果，比較的明瞭な PCR 増幅産物を
得ていたプライマーから優先的に使用した．
PCR反応液は，濃度を 20ngμ L －１に調整した鋳型 DNAを 1μ L，Forward側プライマ
ーおよび Reverse側プライマーをそれぞれ 100pmol，(株) タカラバイオ社製の TaKaRa Ex
Taqを 0.5μ L，付属されている 10× Ex Taq Bufferを 10μ L，dNTP Mixtureを 10μ L，
MgCl ２を 0.8μ Lに滅菌水を合わせて 100μ Lとした．PCR反応は，Program Temp Control
System PC-808 (ASTEC社製) で 95℃を 5分後，熱変性を 94℃で 1分間，アニーリング
を 55 ℃で 1 分間，伸長反応を 72 ℃で 2 分間を 1 サイクルとして 35 サイクル行い，反応
停止を 72℃で 5分間行った．
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制限酵素は，単価が比較的安く，酵素の認識配列が短く高頻度で DNA 断片の切断が期
待できるもので，反応温度は操作の簡易化を目的として 37 ℃で統一するという条件に合
った 16種類 HinfI，EcoRI，EcoRV，EcoT14I，PstI，DraI，EcoO65I，EcoT22I，BanII，HaeIII，MboI，
BspT107I，FokI，Csp6I，Hin6I および cfr13I を供試した．制限酵素処理は，PCR 反応後の
溶液 5μ Lに滅菌水 4μ L，反応バッファー 1μ Lおよび制限酵素 1unitを混合後，37℃
で一昼夜静置した．制限酵素処理後の溶液 10 μ L を 1.8 ％アガロースゲルのコームの穴
に注入し，0.5％ TBE 緩衝液中にて 200Vの電圧により 55分間の電気泳動を行った．
電気泳動後のアガロースゲルをエチジウムブロマイド溶液で 1.5 時間染色後，紫外線照
射下で，制限酵素断片長多型を観察した．
（４）SSR(Simple Sequence Repeats)分析
プライマーの組合せは，Ramsayら (2000) が公表している組合せのうち，Kaiら (2003)
が国内二条大麦品種間で比較的明瞭な PCR 増幅産物を得たプライマーの組合せを優先し
て 50種類とした．
PCR反応液は，濃度を 20ngμ L －１に調整した鋳型 DNAを 1μ L，Forward側プライマ
ーおよび Reverse側プライマーをそれぞれ 10pmol，(株) タカラバイオ社製の TaKaRa Ex
Taqを，0.05μ L，付属されている 10× Ex Taq Bufferを 1μ L，dNTP Mixtureを 1μ L，
MgCl ２を 0.8 μ L に滅菌水を合わせて 10 μ L とした．PCR 反応は，CAPS 分析と同じ温
度条件とした．PCR 反応液は 10 μ L を 3.0 ％アガロースゲルのコームの穴に注入し，0.5
× TBE 緩衝液中にて 200Vの電圧により 60分間の電気泳動を行った．DNA多型の調査は，
電気泳動後のアガロースゲルをエチジウムブロマイド溶液で 1.5 時間染色して，紫外線照
射下で行った．
（５）RAPD(Randomly Amplified Polymorphic DNA)分析
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プライマーは，いずれも 10 塩基で，筆者が選定した 5 種類と，STAFF 研究所から分譲
して頂いた 48種類合計 53種類を用いた．PCR反応液は，濃度を 20ngμ L －１に調整した
鋳型 DNAを 1μ L，プライマーを 20pmol，(株) タカラバイオ社製の TaKaRa Ex Taqを
0.05μ L，付属されている 10× Ex Taq Bufferを 1μ L，dNTP Mixtureを 1μ L，MgCl ２
を 1μ Lに滅菌水を合わせて 10μ Lとした．PCR反応は，Program Temp Control System PC
-808 (ASTEC社製) で 95℃を 5分後，熱変性を 94℃で 1分間，アニーリングを 36℃で 2
分間，伸長反応を 72 ℃で 3 分間を 1 サイクルとして 45 サイクル行い，反応停止を 72 ℃
で 5 分間行った．PCR 反応後の溶液 10 μ L を 1.5 ％アガロースゲルのコームの穴に注入
し，0.5× TBE 緩衝液中にて 200Vの電圧により 55分間の電気泳動で行った．DNA多型
の調査は，電気泳動後のアガロースゲルをエチジウムブロマイド溶液で 1.5 時間染色後，
紫外線照射下で行った．
RAPD分析の PCR増幅産物による DNA多型は，増幅される断片の再現性が劣る場合が
ある(鵜飼 2000)．そこで，再現性の確認のため，同一品種の異なる植物体から DNA を
抽出し，同一条件で再度 PCR反応を行って DNA多型の再現性を確認した．
結果
第 1 表に RAPD 分析，SSR 分析 および CAPS 分析における，国内品種間と国内品種と
外国品種間それぞれの DNA多型検出数および検出率を示した．
DNA 多型検出率は，2 品種の組合せの間で，調査したプライマー数またはプライマー
組合せ数に対して DNA 多型を検出したプライマー数の頻度を示した．DNA 多型検出率
の平均値は，国内品種では供試した 22 品種間の 231 組合せの DNA 多型検出率から算出
した．一方，外国品種と国内品種との間では，供試した国内 22 品種と外国 2 品種間の 44
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第 1表 二条大麦品種間における分析方法の違いによる DNA多型検出数と頻度．
国内 22品種間における 外国 2品種と国内 22品種
DNA多型検出数（頻度） 間の多型検出数（頻度）
分析方法 調査１）
最高 最低 平均 最高 最低 平均
(％) (％) (％) (％) (％) (％)
RAPD 53 6(11.3) 0(0.0) 1.5 ( 2.8) 6(11.3) 1( 1.9) 2.5( 4.8)
SSR 50 1( 2.0) 0(0.0) 0.3 ( 0.7) 1( 2.0) 0( 0.0) 0.8( 1.7)
CAPS 19 9(47.4) 0(0.0) 4.0 (18.7) 10(52.6) 6(31.6) 8.2(43.3)
１）調査したプライマーの種類．SSRと CAPS分析は Forword側と Riverse側との組合
せを 1種類とした．CAPS分析は，17種類の制限酵素処理 (無処理を含む) を行っ
た結果．平均は，品種すべての組合せについてのもので，国内 22 品種間では 231
組合せ，外国 2品種と国内 22品種間では 44組合せの平均値を示す．
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組合せから算出した．最高検出数および最高検出率は本実験のなかで得られた品種間につ
いての結果を示した．
RAPD 分析，SSR 分析 および CAPS 分析において，DNA 多型検出頻度の平均値は，国
内品種間では 2.8 ％，0.7 ％，18.7 ％ (上記の分析方法の順) であり，外国品種と国内品
種間では 4.8 ％，1.7 ％，43.3 ％ (同上) であった．いずれの分析方法においても，国内
品種間の DNA 多型検出率の平均値は，外国品種と国内品種間に比べて低かった．DNA
多型検出率の平均値からみて，CAPS，RAPD，SSR 分析の順に優れた．最高検出率も同
様であった．最低検出率については，いずれの分析方法も DNA 多型を 1 つも検出できな
かった品種の組合せが認められた．多型を検出できなかった品種の組合せは，RAPD分析，
SSR分析および CAPS分析において，それぞれ 56組，174組および 9組認められた．
これらの結果，DNA 多型検出数および検出率からみて最も効率的に DNA 多型を検出
した分析方法は CAPS分析であった．また CAPS分析は，PCR反応による増幅の安定性，
DNA多型の再現性および視認性からみて，RAPD分析や SSR分析より優れた．
一方，RAPD分析では，再現性が劣ったため DNA多型検出率が低かった．供試した RAPD
プライマー 53 種類の内，1 回目の分析結果では 19 種類のプライマーで PCR 増幅産物の
有無による品種間差を観察できたが，再現試験の結果，再現性が良好な DNA 多型と判断
したのは最終的に 6種類のプライマーのみであった．
SSR分析においては，供試した 50種類のプライマー組合せのうち，3.0％アガロースゲ
ルによる電気泳動で PCR増幅断片長の差が大きい視認性の優れる DNA多型を検出したの
は 1 種類であった．他に 7 種類のプライマーの組合せで PCR 増幅産物長にわずかな差に
よる品種間差らしきものが観察されたが，判別が極めて困難であったため，これらは DNA
多型の検出数に入れなかった．また 1 種類のプライマー組合せで PCR 増幅産物の有無に
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よる DNA 多型が観察されたが，これも PCR 増幅の失敗と区別できなかったため DNA 多
型検出数に入れなかった．
考察
本節の結果，分析方法によって国内および外国大麦品種間の DNA 多型検出率に差が
認められた．DNA 多型検出率からみて優れたのは CAPS 分析で，RAPD 分析や SSR 分析
は劣った．RAPD分析の DNA多型検出率が劣った原因は，再現性が劣ったことであった．
再現性が劣る原因は，PCR 反応の温度，反応液の製品の違いなどわずかな違いで結果が
異なることがある (鵜飼 2000) ためであろう．一方，SSR 分析の DNA 多型検出率が比
較的低かったのは，PCR 増幅産物の分画能力が低いアガロースゲルを用いたためと考え
られた．SSR 分析は，数塩基の単純な繰り返し数の品種間差を PCR 増幅産物長の違いに
よる DNA 多型として検出する．著者の経験では，PCR 増幅産物長の品種間差が 4bp 以下
の場合，シークエンサーと解析ソフト genescan による数量的な測定では明瞭に判別でき
るが，3.0 ％アガロースゲルでは判定が著しく困難であった．そのため，本実験方法によ
る SSR 分析では 4bp 以下の PCR 増幅産物長の品種間差による DNA 多型を見逃している
可能性があったと考えられた．また，SSR 分析において PCR 増幅産物の有無による DNA
多型検出数に入れなかった理由は，PCR 反応による増幅産物が 1 つであったため，PCR
増幅産物の無かった品種が PCR 反応の失敗により PCR 増幅産物が観察されないことと区
別ができなかったためである．SSR 分析で DNA 多型検出率を上げるためには，わずかな
PCR増幅産物長の差異を検出できる方法を用いる必要性が示唆された．
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２．CAPSマーカー，SSRマーカーおよび RAPDマーカーによる品種識別
国内二条大麦 22品種と外国品種の 2品種の計 24品種について，前節の結果最も効率的
に DNA多型を検出できた CAPS分析により，24品種すべてを識別する CAPSマーカーの
データベースを作成した．
また，前節の実験および新たに探索して得た RAPD マーカーと SSR マーカーによる品
種間の DNA多型の結果も付け加えた．
材料と方法
供試品種，DNAの抽出，CAPS分析，SSR分析および RAPD分析は前節に準じた．
結果
（１）CAPS分析による品種識別
前節の CAPS 分析により DNA 多型を検出できなかった国内品種 9 組について，さらに
新たなプライマー組合せ 30種類について前節と同じ 16種類の制限酵素処理を行って分析
したところ，DNA 多型を検出できなかった国内品種 9 組においても DNA 多型を検出す
ることができた．制限酵素断片長の品種間差が極めて小さく DNA 多型の判断が困難なも
のは無視した．これら 49種類のプライマー組合せと 16種類の制限酵素処理および無処理
の 833組合せから，本実験で DNA多型を検出できたのは 36組合せであった．
24 品種間で検出した DNA 多型の一例を第 1 図に示した．品種間の DNA 多型検出数を
第 2 表に示した．品種間の DNA 多型の検出数は，品種の組合せによって 1 ～ 31 と大き
な変異が認められた．最も多い 31 の DNA 多型を検出した品種の組合せは，Pallas とほう
- 26 -
第 2表 CAPS分析における DNA多型検出数．
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ド ド ド ル デ デ デ デ デ
g
ル ル ル ー ル ル か 条 ル 条 ル ル ラ
n s
条 ー ー ん い ー ゴ か ー ー た 二 条 条 ー 二 ー ー カ シ
i a
二 ゴ ゴ ゅ れ ゴ ン た ゴ ゴ 条 ゆ 条 ぎ 二 二 ゴ ま ゴ ゴ チ ホ
r l
ぎ サ ル し ん ノ セ ゆ ト イ 二 み 二 う な か モ た ホ ー ノ ノ
r l
ま カ ハ う ゅ シ イ ぬ サ カ す う ね ょ る ぬ カ き カ ュ ニ シ
a a
あ ア ミ ほ し ニ ダ き ミ ス な お と み は き ミ さ タ ニ シ ニ
H P
あまぎ二条 10 8 9 6 8 15 4 26 9 10 12 21 16 11 28 11 19 23 23 17 8 23 24
アサカゴールド 10 11 10 6 19 14 18 9 4 12 13 8 3 22 9 11 15 15 13 6 17 22
ミハルゴールド 9 2 8 17 10 26 7 12 16 21 16 11 30 5 19 23 23 17 10 27 26
ほうしゅん 7 5 16 13 23 2 7 15 18 13 8 25 4 16 20 20 18 9 26 31
しゅんれい 8 17 10 26 5 12 14 21 16 11 30 7 19 23 23 17 10 27 28
ニシノゴールド 13 12 18 3 4 12 16 8 3 22 3 11 15 15 13 6 23 28
ダイセンゴールド 19 11 16 15 21 18 21 16 13 16 16 8 8 14 13 25 17
きぬゆたか 30 13 14 16 21 20 15 28 13 23 27 27 21 12 25 24
ミサトゴールデン 21 16 14 17 10 15 5 21 15 5 5 17 18 18 14
スカイゴールデン 7 13 16 11 6 25 2 14 18 18 16 9 26 31
なす二条 10 11 6 1 18 7 9 13 13 11 2 21 26
おうみゆたか 19 4 9 19 15 17 19 19 15 8 21 22
とね二条 15 10 19 16 2 14 14 4 13 24 27
みょうぎ二条 5 15 11 13 15 15 15 8 19 24
はるな二条 19 6 8 12 12 10 3 20 25
きぬか二条 25 19 9 9 21 20 20 16
ミカモゴールデン 14 18 18 16 9 26 29
さきたま二条 12 12 2 11 22 25
タカホゴールデン 1 14 15 19 15
ニューゴールデン 14 15 19 15
ニシノチカラ 9 24 23
ニシノホシ 23 24
Harrington 10
Pallas
1 は DNA多型の検出数の最少数であり，31 は最大数であることを示す．
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aABG466 / EcoO65I cMWG733 / PstI
aABG711 / BanII MWG634 / EcoO65I
aABG075 / PstI MWG913 / EcoT14I
aMST102 / HaeIII MWG2076 / HinfI
MWG694 / HaeIII
第 1図 大麦 24品種を識別する CAPS分析のプライマーと制限酵素の組み合わせ例と
制限酵素断片長多型の検出．
図の下に，プライマー / 制限酵素の組合せを示す．図はいずれも左のレーン 1列目
から，1.サイズマーカー (φ X174HaeIII，cMWG733 のみλ HindIII を含む)，2.あま
ぎ二条，3.アサカゴールド，4.ミハルゴールド，5.ほうしゅん，6.しゅんれい，7.ニシ
ノゴールド，8.ダイセンゴールド，9.きぬゆたか，10.ミサトゴールデン，11.スカイゴ
ールデン，12.なす二条，13.おうみゆたか，14.とね二条，15.みょうぎ二条，16.はる
な二条，17.きぬか二条，18.ミカモゴールデン，19.さきたま二条，20.タカホゴールデ
ン，21.ニューゴールデン，22.ニシノチカラ，23.ニシノホシ，24.Harrington，25. Pallas．
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しゅん，Pallasとスカイゴールデンで，いずれも外国品種と国内品種との組合せであった．
これらは，それぞれでプライマー組合せと制限酵素との組合せは異なるが，いずれも 13
種のプライマー組合せと 14 種類の制限酵素処理との組合せで検出した．これらの多型検
出率は，調査したプライマー 49 種類に対しては 26.5 ％，プライマーと制限酵素との 833
組合わせに対して 3.7 ％であった．一方で，DNA 多型の検出数が最少の 1 つのみであっ
た品種の組合せと，その DNA 多型を検出したプライマー組合せと制限酵素の組合せは，
なす二条とはるな二条間の aABG711と BanII，タカホゴールデンとニューゴールデン間の
aMST102と HaeIIIの 2組であった．これらの DNA多型検出率は調査したプライマー組合
せ 49種類に対して 2.0％，プライマー組合せと制限酵素との 833組合せに対して 0.1％で
あった．
検出した DNA 多型を基に品種を識別するためのデータベースを第 3 表に作成した．品
種間で得られた制限酵素断片長の違いで検出した DNA 多型を，1，2，3 および 4 の数字
で区別して示した．この数字による区別の例としては，第 3 表と第 1 図の aABG075 のプ
ライマーと制限酵素 Pst Ⅰの組合せによる DNA 多型の対応を参照されたい．同一のプラ
イマー組合せと制限酵素との組合せにおいて，数字が異なる品種間は制限酵素断片長の違
いによる識別が可能であることを示す．ABG004，ABG462，aMST102 および cMWG728
の 4種類は制限酵素処理をしなくても PCR増幅産物による DNA断片長の多型が検出で
き，そのまま STSマーカーとして利用が可能であった．
また，PCR 増幅産物に対して，1 ～ 10 種類の異なる制限酵素処理により，それぞれ制
限酵素断片長による DNA 多型が検出できたプライマー組合せが cMWG733，aMST102，
aABG075，MWG2076，MWG634および MWG913の 6種類認められた．ただし，cMWG733，
MWG2076 および MWG2076 は異なる制限酵素処理により得られた制限酵素断片長はそれ
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第 3表 CAPS分析による品種識別．
ド ン ン ン ン ン
ド ド ド ル デ デ デ デ デ
最小の ル ル ル ー ル ル か 条 ル 条 ル ル ラ
プライマー 制 限 条 ー ー ん い ー ゴ か ー ー た 二 条 条 ー 二 ー ー カ シ
組合せ 二 ゴ ゴ ゅ れ ゴ ン た ゴ ゴ 条 ゆ 条 ぎ 二 二 ゴ ま ゴ ゴ チ ホ
名 酵 素 ぎ カ ル し ん ノ セ ゆ ト イ 二 み 二 う な か モ た ホ ー ノ ノ
の例１） ま サ ハ う ゅ シ イ ぬ サ カ す う ね ょ る ぬ カ き カ ュ シ シ
あ ア ミ ほ し ニ ダ き ミ ス な お と み は き ミ さ タ ニ ニ ニ
ABG004 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 1 1
ABG462 1 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1
○ aABG466 EcoO65I 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 2 1 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2
○ aABG711 BanII 2 1 1 2 1 1 2 2 1 1 2 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2 1 1
aABG070 EcoT14I 2 2 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1
aABG075 Hinf I 2 2 2 2 2 2 3 2 3 2 2 2 1 2 2 3 2 1 3 3 1 2 3 3
aABG075 EcoRI 2 2 2 2 2 2 4 2 4 2 2 2 3 2 2 4 2 3 4 4 3 2 1 4
aABG075 EcoT14I 2 2 2 2 2 2 3 2 3 2 2 2 1 2 2 3 2 1 3 3 1 2 2 3
○ aABG075 Pst I 2 2 2 2 2 2 4 2 4 2 2 2 3 2 2 4 2 3 4 4 3 2 1 4
aABG075 EcoT22I 2 2 2 2 2 2 4 2 4 2 2 2 3 2 2 4 2 3 4 4 3 2 1 4
aABG075 BspT107I 2 2 2 2 2 2 4 2 4 2 2 2 3 2 2 4 2 3 4 4 3 2 1 4
aABG075 MspI 2 2 2 2 2 2 3 2 3 2 2 2 2 2 2 3 2 2 3 3 2 2 1 3
aABG075 Csp6I 2 2 2 2 2 2 1 2 1 2 2 2 2 2 2 1 2 2 1 1 2 2 1 1
aABG075 Hin6I 2 2 2 2 2 2 3 2 3 2 2 2 1 2 2 3 2 1 3 3 1 2 3 3
aABG075 cfr13I 2 2 2 2 2 2 3 2 3 2 2 2 1 2 2 3 2 1 3 3 1 2 2 3
aABC455 BspT107I 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2
aMST102 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 2 1 2 1 2 1 1 1 1 1 1 3 3
aMST102 Csp6I 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1 3 1 3 1 2 1 1 1 1 1 1 4 4
○ aMST102 EcoT14I 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 2 1 2 1 2 1 1 3 3 1 1 4 4
aMST102 HaeIII 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 2 1 2 1 2 1 1 3 4 1 1 2 2
aMST102 BspT107I 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 2 1 2 1 2 1 1 3 3 1 1 4 4
○ cMWG694 HaeIII 2 1 1 2 2 1 1 2 1 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
cMWG728 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
○ cMWG733 Pst I 2 1 2 2 2 2 2 2 1 2 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1
cMWG733 MspI 2 1 2 2 2 2 2 2 1 2 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1
cMWG733 Csp6I 2 1 2 2 2 2 2 2 1 2 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1
○ MWG634 EcoO65I 1 1 1 2 1 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1
MWG634 cfr13I 1 1 1 2 1 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1
MWG858 HinfI 2 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2
MWG889 MspI 1 1 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
○ MWG913 EcoT14I 2 1 2 1 2 1 2 2 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 1 2
MWG913 MboI 2 1 2 1 2 1 2 2 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 1 2
MWG2054 DraI 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2
○ MWG2076 HinfI 1 1 2 2 2 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1
MWG2076 cfr13I 2 2 1 1 1 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2 2 2 2 2
MWG2077 EcoT14I 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1
１）同一のプライマーと制限酵素の組合せにおいて，数字が異なる品種間は多型が検出
され識別できることを示す．9つの○印は，24品種をすべてを識別できる最小のプ
ライマーと制限酵素の組合せの 1つの例である．
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ぞれで異なるものの，識別ができる品種の組合わせは同じであった ．
これらの結果から 24 品種全てを識別できる最小のプライマー組合せと制限酵素との組
合せを選定し，第 3表の左側に○印で示すとともに，結果の写真を第 1図に示した．その
組合せは，9 種のプライマー組合せと 6 種類の制限酵素との組合せで，aABG466 と
EcoO65I，aABG711と BanII，aABG075と PstI，aMST102と EcoT14I，MWG694と HaeIII，
cMWG733 と PstI，MWG634 と EcoO65I，MWG913 と EcoT14I および MWG2076 と HinfI
であった．
（２）RAPD分析
RAPD 分析で再現性が良好で品種識別に利用可能と判断した DNA マーカーのデータベ
ースを第 4表に示す．これらは，Program Temp Control System PC-808 (ASTEC社製) を
用いた PCR反応の結果である．RAPD分析の結果は，識別が可能な品種間について，CAPS
分析に比べて制限酵素処理が不要で簡易な品種識別のデータベースとして利用できる．品
種間で DNA多型となる PCR増幅産物の有無を 0 (PCR増幅産物無し) と 1 (PCR増幅産
物有り) の数字で区別して示した．同一のプライマーにおいて，数字が異なる品種間は，
PCR増幅産物の有無による識別が可能であることを示す．
6種類のプライマーにより最高で 6つの DNA多型をニシノチカラと Harrington 間で検
出した．DNA 多型の検出率は調査した全プライマー 53 種に対して 11.3 ％であった．こ
れらの 6 つの RAPD マーカーを用いることで，供試した 24 品種は，外国品種 2 品種を含
む 11 品種 (第 4 表の*印) が識別可能となった．残りの国内品種 13 品種は，2 品種と 11
品種の 2群に分類できた．
6 種類のプライマーの塩基配列は第 5 表に示した．なお，CAPS 分析で DNA 多型の検
出数が 1 つと少なかったなす二条とはるな二条の品種間では，今回の RAPD 分析におい
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第 4表 RAPD分析による品種識別．
* * a a a * * b a a a b a a a * a a * * * * * *
ド ン ン ン ン ン
ド ド ド ル デ デ デ デ デ
プライマー名 ル ル ル ー ル ル か 条 ル 条 ル ル ラ
条 ー ー ん い ー ゴ か ー ー た 二 条 条 ー 二 ー ー カ シ
二 ゴ ゴ ゅ れ ゴ ン た ゴ ゴ 条 ゆ 条 ぎ 二 二 ゴ ま ゴ ゴ チ ホ
ぎ カ ル し ん ノ セ ゆ ト イ 二 み 二 う な か モ た ホ ー ノ ノ
ま サ ハ う ゅ シ イ ぬ サ カ す う ね ょ る ぬ カ き カ ュ シ シ
あ ア ミ ほ し ニ ダ き ミ ス な お と み は き ミ さ タ ニ ニ ニ
RA8 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0
RA19 1 0 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0
RA55 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 1 0 0 1
RAPD7 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 0 0 1 1
RAPD15 1 0 0 0 0 0 1 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1 0 0
RAPD17 1 0 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0
PCR反応に Program Temp Control System PC-808 (ASTEC社製) による結果．
＊印の品種は，6種類のプライマーにより識別が可能である．
a，bの同一英小文字の品種間は，多型が無く識別できない．
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第 5表 RAPD分析により DNA多型を検出した
ランダムプライマーの塩基配列．
プライマー名 塩基配列(5'→ 3')
RA8 CACCGTTCTG
RA19 TAGACAGTCG
RA55 GGGCTCTAGC
RAPD7 CAAACGTCGG
RAPD15 CTGCGCTGGA
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ても DNA 多型検出数は 0 であったが，タカホゴールデンとニューゴールデン間において
は，1つ DNA多型を検出した．
（３）SSR分析
前節の結果，PCR反応による増幅が良好で，3.0％アガロースゲルによる分画で PCR増
幅断片長の品種間の変異が大きく，品種識別に適すると判断したプライマー組合せは
Bmac0090 の 1 種のみであった．前節の SSR 分析により DNA 多型を検出できなかった国
内品種 174組について，さらにきぬゆたかと吉系 15間で 3.0％アガロースゲルで DNA多
型を検出したプライマー組合せ (Kai ら 2003) を新たに 18 種類用いて分析したところ，
視認性と再現性に優れ品種識別に利用できると判断した以下の 3種類のプライマー組合せ
を選定した．SSR 分析の結果は，識別が可能な品種間について，CAPS 分析に比べて制限
酵素処理が不要で簡易な品種識別のデータベースとして利用できる．
新たに検出した 3 つ DNA 多型は，1 つは 24 品種間で PCR 増幅断片長の品種間の変異
が大きいプライマー組合せ HvM036，残り 2 つは RAPD 分析のように複数の PCR 増幅産
物が得られ，そのうち特定のバンドの有無による DNA 多型を検出するプライマー組合せ
HvM062，HvPRP1Bである (第 6表)．これらの 4種類の SSRマーカーを用いることで，24
品種のうち 6品種 (第 6表の*印) の識別が可能であった．のこりの 18品種は 5群の 2品
種，3 品種，3 品種，4 品種および 6 品種に分類ができた (第 6 表)．SSR 分析の PCR 反
応液の組成と PCR 反応の温度条件は，CAPS 分析と同じであるため，CAPS 分析と同時に
PCR反応が可能である．
なお，CAPS 分析で DNA 多型の検出数が 1 つのみであった品種の組合せであるなす二
条とはるな二条およびタカホゴールデンとニューゴールデン間では，SSR 分析において
DNA 多型は検出できなかった．RAPD 分析で DNA 多型を検出できなかった 56 組の品種
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第 6表 SSR分析による品種識別．
＊＊b c b e ＊＊d e e c c c e b e e d d ＊＊a a
ド ン ン ン ン ン
ド ド ド ル デ デ デ デ デ
ル ル ル ー ル ル か 条 ル 条 ル ル ラ
プライマー名 条 ー ー ん い ー ゴ か ー ー た 二 条 条 ー 二 ー ー カ シ
二 ゴ ゴ ゅ れ ゴ ン た ゴ ゴ 条 ゆ 条 ぎ 二 二 ゴ ま ゴ ゴ チ ホ
ぎ カ ル し ん ノ セ ゆ ト イ 二 み 二 う な か モ た ホ ー ノ ノ
ま サ ハ う ゅ シ イ ぬ サ カ す う ね ょ る ぬ カ き カ ュ シ シ
あ ア ミ ほ し ニ ダ き ミ ス な お と み は き ミ さ タ ニ ニ ニ
Bmac0090 1 1 2 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 1 1 1 1 1 1 2 2
HvM036 3 2 1 1 1 1 2 3 2 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 3 3 3 3
HvM0621） 1 1 0 0 0 0 1 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 1 1
HvPRP1B1） 1 1 1 0 1 1 0 0 0 1 1 0 0 0 1 1 1 1 0 0 0 1 0 0
１）複数の PCR増幅産物があり，そのうちの 1つの有無で判定している．
＊印の品種は，4種類のプライマーにより，識別が可能である．
ａ～ e の同じ英小文字の品種間は，多型が無く識別できない．
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間では，そのうち 43組の品種間で DNA多型を検出した．
考察
本節では，CAPS分析のみを用いて，国内二条大麦 22品種と外国二条大麦 2品種の計 24
品種を識別できる方法を開発した．今回供試した 24品種は 9種類のプライマー組合せと 6
種類の制限酵素との組合せで識別が可能である．品種間の DNA 多型の検出は 1.8 ％アガ
ロースゲルを用いた 200V，55 分間の電気泳動により可能である．なお，CAPS 分析は操
作性からみて，RAPDや SSR分析に比べて制限酵素処理のためのコストと時間がかかる．
本実験では比較的安価な制限酵素を選定した．
この品種識別技術は，結果の視認性と再現性からみた識別の確実性に重点を置いたこと，
使用目的として原種圃場や採種圃場の品種の純度管理の研究，流通での偽装防止のための
抑止力としての効果を想定していることから，コストと手間および PCR 特許 (注：ポリ
メラーゼ連鎖反応プロセス関連および Taq関連の米国特許第 4683195号等) は現時点では
問題ないと判断した．PCR 特許は現在 Roche 社 (スイス) が保有し，その薬品以外に関
する占有実施権を ABI (米国) が保有している．PCR特許の使用が研究室段階の範囲であ
れば問題はないが，事業への使用は問題を生じる (伴 2004) ので契約などを行う必要が
ある．
今回用いた二条大麦 24 品種は，2002 年時点で福岡県で栽培されている奨励品種を全て
含み，2001 年産の全国の国内産出回り数量の 93.1 ％を占める (日本麦類研究会 2002)．
今回供試していない未知の品種や今後育成される新品種については，本実験の 24 品種と
同じ結果を示す場合，見逃す可能性がある．そのため，品種識別技術の精度や実用性を高
めるには，今後，新品種など継続的に品種間の DNA の多型情報を最大限蓄積していくこ
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とが重要である．
まとめ
二条大麦品種の DNA 解析を効率的に行うため，品種間の DNA 多型検出率が優れる分
析方法を，RAPD 分析，SSR分析および CAPS 分析から，アガロースゲルによる検出で比
較して検討した．DNA 多型検出率は CAPS 分析，RAPD 分析，SSR 分析の順に優れ，最
も効率的に DNA多型を検出した分析方法は CAPS分析であった．また CAPS分析は，PCR
反応による増幅の安定性，DNA 多型の再現性および視認性からみて，RAPD 分析や SSR
分析に比べて優れた．CAPS 分析を用いて，国内二条大麦 22 品種と外国二条大麦 2 品種
の計 24 品種を識別できる方法を開発した．これらの 24 品種の識別は，9 種類のプライマ
ー組合せと 6種類の制限酵素との組合せで可能である．
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第３章 二条大麦品種間の近縁係数や遺伝的距離
育種計画を策定する際に，地域に普及している品種間，そして交配親となる品種間の遺
伝的背景の関係について把握することは，その地域で安定多収を戦略的に保つために重要
な情報となる．地域に普及している品種の構成は，遺伝的多様性の減少による脆弱化
(Walsh 1981) を避け，暖冬や出穂後の多雨などの気象災害や病害虫による害による減収
や品質低下の被害を軽減する対策としての情報となる．また，新品種育成のための交配親
となる品種間では，育種目標となる有用遺伝子の由来を知る手がかりとなり，効率的かつ
効果的にそれらに関する遺伝子の集積を行って新品種の育成を図る情報となる．
本章では，品種間の遺伝的背景を把握するため，家系図の祖先品種の共通程度からみた
近縁係数と，DNA マーカーにより検出される DNA 多型から算出した根井の遺伝的距離
を求めた．
１．二条大麦主要品種間の近縁係数
近縁係数は，品種の家系を基にして品種間の祖先品種の共通程度から統計的に算出する
方法である．推論型コンピュータ言語の Prologを用いることにより，近縁係数の算出は，
家系図のデータベースから迅速かつ手軽にできるようになっている (水田ら 1996a)．こ
のプログラムを利用した水稲 (大里・吉田 1996)，小麦 (水田・吉田 1996b) およびビー
ル大麦 (水田・吉田 1996a) で良質品種育成のための合理的な交配組合せの予測が可能で
あることが明らかにされている (吉田 1998a)．
このプログラムによる近縁係数の算出方法は，両親の全遺伝物質を雑種が半分ずつ受け
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継ぐとして，理論的に計算を行うものである．両親から遺伝物質の半分ずつを雑種が受け
継ぐという仮定については，Martin (1982) が，大豆において，交配で 1つの染色体上に
つき 1 回の組換えが起こると仮定した場合，雑種の 88 ％は片親の遺伝物質の 40 ～ 60 ％
を持ち，強度の選抜を行っても 70 ％の遺伝物質を持つ系統を選抜する見込みはないこと
から，妥当であるとしている．染色体上の組換え数については，矢野・清水 (1993) が日
本型稲品種とインド型稲品種を交配し，その後集団養成と系統選抜による自殖を経た交雑
後代 F12と F14世代ではあるが，遺伝子型を RFLPマーカーによる遺伝子地図を作成して
図示し，各染色体における組換え頻度が平均 1.2回であったことを明らかにしている．
本節では，近年国内で栽培されている主な二条大麦国内 22 品種間の近縁係数を算出し
た．
材料と方法
第 7表に，供試した二条大麦国内 22品種の各交配親，品種登録年および育成地を示す．
品種登録の無いものは，農林水産省農林水産技術会議事務局地域研究課 (2003) による農
林登録年を示した．
自殖作物の近縁係数の算出は，2個体 X，Y間の近縁係数を rXY，2個体間の共通祖先を Z
し，n1，n2を X，Yからそれぞれ Zへさかのぼる世代数とすると，
ｒＸＹ = ∑(1/2)ｎ１＋ｎ２
で求められる（酒井 1957）．ここで∑は共通祖先へさかのぼる全経路の和を示す．
近縁係数の算出は，水田ら (1996a) が作製した推論型コンピュータ言語の Prolog を用
いて行った．
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第７表 近縁係数と遺伝的距離を計算した二条大麦品種名，交配親，品種登録年と育成地．
交配親 品種
品種名 育成地
♀ ♂ 登録年
ニューゴールデン エビス アサヒ 19号 1965 １） 栃木県農業試験場南河内分場
ダイセンゴールド エビス アサヒ 19号 1972 １） 鳥取県農業試験場東伯分場
あまぎ二条 ふじ二条 成城 17号 1981 キリンビール株式会社
はるな二条 (G65 / K-3)F10 成城 15号 1981 サッポロビール株式会社
きぬゆたか 新田系 1 あまぎ二条 1987 キリンビール株式会社
ミサトゴールデン 南系 B4641 新田二条 1号３） 1987 栃木県農業試験場栃木分場
ニシノゴールド (南系 B4718 / 新田二条 1号３）)F3 新田二条 1号３） 1988 福岡県農業総合試験場
なす二条 (成系 5 / にら系 31)F3 成系 5 1988 キリンビール株式会社
ニシノチカラ 南系 R1303 (新田二条 1号３） / KLAGES)F1 1989 九州農業試験場
とね二条 Art.Mut.M4-66 ３） 新田系 1 1989 サッポロビール株式会社
ミカモゴールデン 南系 B4718 新田二条 1号３） 1989 栃木県農業試験場栃木分場
アサカゴールド (はるな二条 / 倉系 2660)F1 関東二条 19号 1992 福岡県農業総合試験場
きぬか二条 83SBC27 吉系 8 ４） 1996 キリンビール株式会社
みょうぎ二条 栃系 144 ５） やす系 50 1996 サッポロビール株式会社
タカホゴールデン 大系 R2068 栃系 144 ５） 1997 栃木県農業試験場栃木分場
おうみゆたか 野洲二条 2号 栃系 144 ５） 2000 アサヒビール株式会社
ミハルゴールド (大系 H804 / Spartan)F1 栃系 157 2000 福岡県農業総合試験場
ニシノホシ 西海皮 38号６） 栃系 145 2001 九州農業試験場
ほうしゅん２） 吉系 19 関東二条 25号 2002 福岡県農業総合試験場
さきたま二条 新田系 25 やす系 58 2003 サッポロビール株式会社
スカイゴールデン 関東二条 25号 栃系 216 2003 栃木県農業試験場栃木分場
しゅんれい (吉系 15 / きぬゆたか)F5 九州二条 11号７） 2004 福岡県農業総合試験場
１）農林登録年．これ以外は農林水産技術会議事務局地域研究課 (2003) による．
２）ほうしゅんは，(吉系 19 / 関東二条 25号)F1に H.bulbosum を交配した半数体育種法による育成品種．
３）新田二条 1号はのちのはるな二条，Art.Mut.M4-66ははるな二条の人為的突然変異，４）吉系 8はのちのニシノゴールド，
５）栃系 144はのちのミサトゴールデン，６）西海皮 38号はのちのニシノチカラ，新田系 25はのちのとね二条．７）九州二
条 11号はのちのミハルゴールド．
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結果と考察
近縁係数は，供試した品種間で 0.100 ～ 0.809 の変異が認められた(第 8 表)．他の国内
二条大麦 21品種との近縁係数の平均値が高かったのは，はるな二条の 0.517，ミサトゴー
ルデンの 0.483，ニシノゴールドの 0.469およびみょうぎ二条の 0.454であった．
はるな二条は育成当時に麦芽エキスなどの品質からみて世界最高水準の醸造適性を有す
ると評価され (増田ら 1993)，その育成途中である新田二条 1号 (はるな二条の旧名系統
番号名)，はるな二条の人為的突然変異系統の Art. Mut. M4-66，はるな二条と同じ交配親
を持つ成系 5 などが交配親として多く用いられた (第 7 表)．そのため，はるな二条との
近縁度が高くなったのであろう．
他の 21 品種との近縁係数の平均値が低かったのは，スカイゴールデンの 0.173 であっ
た．スカイゴールデンは，六条大麦であるはがねむぎ由来の耐病性を導入した品種であり，
近縁係数の計算上では，はがねむぎが他の二条大麦品種との類縁関係が交配記録による家
系上からみて全く無いためと考えられた．
国内 22品種間での近縁係数の平均値は 0.517～ 0.173で，多くの品種がはるな二条など
良質品種との近縁度が高く，わが国ビール大麦の遺伝的背景がかなり狭いことを示してい
る (水田・吉田 1994)．水稲も同様な傾向が認められ，わが国で栽培されている品種は良
食味品種であるコシヒカリとの近縁度が高い (吉田・今林 1998b)．そのため遺伝的背景
が狭く，特定病虫害などが突発的に多発する可能性のある遺伝的脆弱性（Walsh 1981）
が指摘されている．今後の新品種育成のためには，良質多収を維持しつつ，耐病虫性など
の遺伝子を積極的に導入し，遺伝的背景を拡大し，遺伝的脆弱性の軽減を図る必要がある．
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第 8表 国内二条大麦 22品種相互間の近縁係数．
ド ン ン ン ン ン
ド ド ド ル デ デ デ デ デ
ル ル ル ー ル ル か 条 ル 条 ル ル ラ
条 ー ー ん い ー ゴ か ー ー た 二 条 条 ー 二 ー ー カ シ
二 ゴ ゴ ゅ れ ゴ ン た ゴ ゴ 条 ゆ 条 ぎ 二 二 ゴ ま ゴ ゴ チ ホ
ぎ サ ル し ん ノ セ ゆ ト イ 二 み 二 う な か モ た ホ ー ノ ノ
ま カ ハ う ゅ シ イ ぬ サ カ す う ね ょ る ぬ カ き カ ュ ニ シ
あ ア ミ ほ し ニ ダ き ミ ス な お と み は き ミ さ タ ニ シ ニ
あまぎ二条 .279 .148 .195 .286 .248 .258 .570 .248 .100 .238 .241 .203 .267 .266 .278 .229 .217 .223 .258 .201 .231
アサカゴールド .279 .225 .292 .241 .396 .265 .202 .396 .136 .302 .375 .291 .388 .457 .336 .336 .331 .369 .265 .243 .302
ミハルゴールド .148 .225 .265 .583 .410 .229 .109 .372 .118 .240 .341 .252 .345 .434 .314 .386 .282 .349 .229 .200 .266
ほうしゅん .195 .292 .265 .241 .480 .280 .140 .561 .341 .311 .484 .329 .488 .572 .384 .387 .370 .495 .254 .368 .395
しゅんれい .286 .241 .583 .241 .349 .227 .353 .330 .127 .238 .307 .292 .318 .378 .288 .319 .288 .307 .227 .199 .251
ニシノゴールド .248 .396 .410 .480 .349 .346 .178 .675 .210 .423 .621 .458 .625 .809 .698 .617 .516 .641 .346 .342 .460
ダイセンゴールド .258 .265 .229 .280 .227 .346 .173 .346 .154 .309 .312 .200 .340 .313 .280 .379 .236 .290 .594 .372 .413
きぬゆたか .570 .202 .109 .140 .353 .178 .173 .178 .073 .164 .170 .376 .188 .183 .189 .172 .268 .157 .173 .155 .167
ミサトゴールデン .248 .396 .372 .561 .330 .675 .346 .178 .210 .423 .784 .458 .788 .809 .536 .542 .516 .803 .346 .342 .479
スカイゴールデン .100 .136 .118 .341 .127 .210 .154 .073 .210 .144 .195 .146 .198 .245 .169 .175 .163 .197 .129 .203 .195
なす二条 .238 .302 .240 .311 .238 .423 .309 .164 .423 .144 .409 .288 .413 .486 .347 .359 .345 .394 .309 .244 .321
おうみゆたか .241 .375 .341 .484 .307 .621 .312 .170 .784 .195 .409 .423 .685 .748 .496 .495 .505 .672 .312 .314 .432
とね二条 .203 .291 .252 .329 .292 .458 .200 .376 .458 .146 .288 .423 .428 .550 .370 .366 .696 .435 .200 .244 .310
みょうぎ二条 .267 .388 .345 .488 .318 .625 .340 .188 .788 .198 .413 .685 .428 .746 .502 .504 .495 .673 .366 .327 .444
はるな二条 .266 .457 .434 .572 .378 .809 .313 .183 .809 .245 .486 .748 .550 .746 .642 .617 .623 .779 .313 .378 .517
きぬか二条 .278 .336 .314 .384 .288 .698 .280 .189 .536 .169 .347 .496 .370 .502 .642 .467 .415 .508 .280 .280 .370
ミカモゴールデン .229 .336 .386 .387 .319 .617 .379 .172 .542 .175 .359 .495 .366 .504 .617 .467 .408 .502 .379 .306 .402
さきたま二条 .217 .331 .282 .370 .288 .516 .236 .268 .516 .163 .345 .505 .696 .495 .623 .415 .408 .491 .236 .265 .347
タカホゴールデン .223 .369 .349 .495 .307 .641 .290 .157 .803 .197 .394 .672 .435 .673 .779 .508 .502 .491 .290 .313 .433
ニューゴールデン .258 .265 .229 .254 .227 .346 .594 .173 .346 .129 .309 .312 .200 .366 .313 .280 .379 .236 .290 .271 .362
ニシノチカラ .201 .243 .200 .368 .199 .342 .372 .155 .342 .203 .244 .314 .244 .327 .378 .280 .306 .265 .313 .271 .662
ニシノホシ .231 .302 .266 .395 .251 .460 .413 .167 .479 .195 .321 .432 .310 .444 .517 .370 .402 .347 .433 .362 .662
平均値 .247 .306 .290 .363 .293 .469 .301 .207 .483 .173 .319 .444 .348 .454 .517 .388 .398 .382 .444 .292 .297 .369
最高値 .570 .457 .583 .572 .583 .809 .594 .570 .809 .341 .486 .784 .696 .788 .809 .698 .617 .696 .803 .594 .662 .662
最低値 .100 .136 .109 .140 .127 .178 .154 .073 .178 .073 .144 .170 .146 .188 .183 .169 .172 .163 .157 .129 .155 .167
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２．二条大麦主要品種間の遺伝的距離
遺伝的距離は，品種間の塩基配列の相似度からみた近縁の程度であり，近縁な品種間ほ
ど同じ塩基配列を共有すると考えられる．塩基配列の相似度は，塩基配列上に存在する品
種間の DNA多型を検出し，その検出率を用いて算出する．
本節では，遺伝的相似度からみた遺伝的距離を算出するため，第 7 表に示した国内 22
品種に外国品種である Harringtonと Pallasを加えた合計 24品種間で DNA多型を検出した
データを用いた．
最初に，このデータの妥当性を検討するため，このデータを用いて品種間の多次元空間
内での距離であるユークリッド距離を推定した．その結果についてクラスター分析を行っ
て品種間の遺伝的距離を系統樹化して示した．この系統樹についての妥当性を，育成の系
譜から検討した．次に国内 22 品種について遺伝的距離の算出を前章の DNA 多型のデー
タを用いて行った．
材料と方法
最初に，品種間の DNA 多型のデータの妥当性を検討するため，以下の手順で品種間の
ユークリッド距離を推定し，その結果をクラスター分析して系統樹化した．品種間の DNA
多型データは，前章の第 3 表，第 4 表および第 6 表に示したものから，CAPS 分析，SSR
分析および RAPD 分析により検出した 43 種類の DNA 多型について以下のように数値化
したもの (値は前章の第 3 表，第 4 表および第 6 表に示した) である．すなわち，RAPD
分析では，PCR 増幅産物の有無による DNA 多型であり，PCR 増幅産物が有る品種を‘1
’，無い品種を‘0’とした．SSR 分析では，PCR 増幅産物の長さの違いによる DNA 多型
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であり，長い方の品種を‘1’，短い方の品種を‘2’とした．CAPS 分析では，制限酵素
による切断断片の長さの違いによる DNA 多型が最高 4 種類検出されたので，それぞれに
‘1’～‘4’の数値を便宜的に割り当てた．これらの数字は，DNA 多型によって品種を
区別するためのもので，クラスター分析の際，例えば数字の‘1’と‘2’の品種間差と‘1
’と‘4’の品種間差はいずれも‘2 つの品種は区別できる’ということを表し，数字の
大きさの違いによる評価の差はない．
この 24 品種についての DNA 多型のデータの数値を，そのまま青木によるプログラム
（注：http://aoki2.si.gunma-u.ac.jp/Mokuji/index2.html） に入力し，正規化してユークリッド
距離を求め，ward法によるクラスター分析を行った．
次に，遺伝的距離の算出は以下の手順で行った．DNA多型のデータは，前章の第 3表，
第 4 表および第 6 表から対立遺伝子数が 2 とみなせる単純な DNA 多型を検出したプライ
マーと制限酵素の組合せによる 24種類の DNA多型とした．
この DNA多型のデータは，ごく狭い DNA領域に偏らないようにするため，CAPSマー
カーについては 1 種類のプライマー組合せで増幅したごく狭い DNA 領域において異なる
制限酵素処理で検出することで最高で 10の DNA多型のデータを得ていたが，1種類のプ
ライマー組合せにつき１つの DNA多型のデータを用いた．
解析に用いた 24 種類の DNA マーカーの染色体上の分布状況については，既知の情報
(Blake ら 1996，Mano ら 1999，Ramsay ら 2000，Kai ら 2003) を基に第 9 表に示した．
同一の DNA マーカーで複数の染色体が記載されているものは，DNA マーカーの座乗染
色体を推定する解析に用いた品種が違うため計算によって推定された連鎖群が異なること
があること，また 1 種類のプライマーで複数の PCR 増幅産物が得られそれぞれが異なる
染色体に由来することがあるためである．供試した DNA マーカーの染色体上の分布状況
- 44 -
第 9表 遺伝的距離の計算に用いた DNAマーカー
の座乗染色体．
DNAマーカー 座乗 座乗する染色体
プライマー名 制限酵素 染色体 の情報
ABG004 1H Blakeら 1996
aMST102 Csp6I 1H Blakeら 1996
MWG913 MboI 1H Manoら 1999
cMWG733 Csp6I 1H Manoら 1999
MWG858 HinfI 2H Manoら 1999
MWG889 MspI 2H or 7H UKCropNet
MWG2054 DraI 2H Manoら 1999
MWG2076 cfr13I 2H Manoら 1999
cMWG694 HaeIII 2H Manoら 1999
ABG462 3H UKCropNet
aABG070 EcoT14I 3H Blakeら 1996
aABG075 Csp6I 3H or 7H Blakeら 1996
aABG466 EcoO65I 4H or 6H Blakeら 1996
aABC455 BspT107I 4H or 7H Blake ら 1996
aABG711 BanII 5H or 6H Blakeら 1996
cMWG728 7H UK CropNet
MWG634 cfr13I 4H Manoら 1999
Bmac0090 1H Ramsayら 2000
RA8 -
RA19 -
RA55 2H Kai ら 2003
RAPD7 -
RAPD15 2H Kai ら 2003
RAPD17 -
-；不明．UKCropNet；http://ukcrop.net
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は，第 9表で染色体の位置情報がある 17種類からみて，少なくとも 7本の染色体のうち 5
本にそれぞれ 1つ以上が座乗していると推定された．なお，第 9表で座乗染色体の情報が
無い 5種類のプライマーは“－”とした．これらの対立遺伝子数が 2とみなせる全染色体
上の広範囲に分布する 24 種類の DNA 多型のデータから，各 2 品種間の根井による遺伝
的距離 D (根井 2002) の算出を以下の式で行った．
D＝－ ln［(∑ p １ｉ× p ２ｉ)／√（∑ p １ｉ２×∑ p ２ｉ２）］
p １ｉ： 集団１（品種１）の i遺伝子座の遺伝子型の頻度
p ２ｉ： 集団２（品種２）の i遺伝子座の遺伝子型の頻度
なお，算出に用いた品種 (集団) の遺伝子頻度の値として，DNA 多型となる PCR 増幅
産物が有る場合を 1，無い場合または対立遺伝子となる別の PCR 増幅産物の場合は 0 の
値をいれた．
この計算には，Felsensteinによるプログラム (注：PHYLIP http://evolution.gs.washington.
edu/phylip.html) を用いて行った．遺伝的距離の計算は近縁係数との比較を行うため，前
節で計算した国内 22品種について行った．
結果と考察
第 2 図に，供試した DNA 多型のデータの妥当性を検討するため，43 種類の DNA マー
カーによる DNA 多型から算出したユークリッド距離に基づくクラスター分析の結果を示
した．その結果，供試した 24 品種は距離 200 で，国内の 10，7 および 5 品種群 (第 2 図
の A，B，Cの品種群) と外国 2品種の 4つのクラスターに分類された．
Aクラスターの品種間では，第 7表で示した交配親にあまぎ二条，きぬゆたか，九州二
条 11号 (ミハルゴールド) や関東二条 25号など共通な品種が認められた．なお，六条大
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第 2 図 DNA多型の検出率を基にした大麦品種間のクラスター分析．
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麦のはがねむぎのオオムギ縞萎縮病耐性を導入したスカイゴールデンも A クラスターに
分類された．
Bクラスターは，品種間の共通な交配親および祖先品種にはるな二条，新田二条 1号 (は
るな二条の試験番号)，はるな二条の人為的突然変異系統の Art. Mut. M4-66，はるな二条
と同じ交配親である成系 5 などを交配親に持つグループで，はるな二条と遺伝的相似度
が高い品種で構成されていると考えられた．
C クラスターは，ニューゴールデンやダイセンゴールドの交配親であるエビスとアサヒ
19 号の 2 品種と遺伝的相似度が高い品種で構成されていると考えられた．ミサトゴール
デンの交配親の南系 B4641，タカホゴールデンの交配親の栃系 144，およびきぬか二条は
いずれも祖先品種にエビスとアサヒ 19 号を持つ．なお，きぬか二条は，交配親がのちの
ニシノゴールドである吉系 8 とはるな二条を祖先品種に持つ 83SBC27 であるが，ニシノ
ゴールドとはるな二条を含む Bクラスターには分類されず，Cクラスターに分類された．
この原因として，きぬか二条は，交配親である 83SBC27 の祖先で交配記録による家系上
では他の品種とは類縁がない外国品種 Claret を遺伝的背景に持っており，Claret の遺伝的
相似度が A クラスターや B のクラスターより C クラスターや外国 2 品種のクラスターの
方で高かったためと推察される．
一般的には DNA マーカーで検出した DNA 多型を基にしたクラスター分析による品種
の分類結果は，品種の家系図からみた祖先の共通程度や二条大麦品種の育成の歴史 (増田
ら 1993) からみておおむね妥当な結果であった．DNA マーカーが，今後全染色体領域を
カバーする十分な数が作製されれば，さらに信頼できる結果が得られると考えられる．
第 10 表に国内 22 品種間での根井による遺伝的距離Ｄの値を示した．遺伝的距離 D の
値が小さいほど品種間の近縁の程度が高いことを示す．
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第 10表 国内二条大麦 22品種相互間の根井による遺伝的距離 Dの値．
ド ン ン ン ン ン
ド ド ド ル デ デ デ デ デ
ル ル ル ー ル ル か 条 ル 条 ル ル ラ
条 ー ー ん い ー ゴ か ー ー た 二 条 条 ー 二 ー ー カ シ
二 ゴ ゴ ゅ れ ゴ ン た ゴ ゴ 条 ゆ 条 ぎ 二 二 ゴ ま ゴ ゴ チ ホ
ぎ サ ル し ん ノ セ ゆ ト イ 二 み 二 う な か モ た ホ ー ノ ノ
ま カ ハ う ゅ シ イ ぬ サ カ す う ね ょ る ぬ カ き カ ュ ニ シ
あ ア ミ ほ し ニ ダ き ミ ス な お と み は き ミ さ タ ニ シ ニ
あまぎ二条 .511 .511 .386 .446 .446 .274 .223 .580 .446 .386 .274 .580 .511 .446 .654 .580 .446 .580 .511 .511 .329
アサカゴールド .511 .386 .386 .446 .223 .511 .734 .223 .329 .174 .386 .223 .174 .128 .511 .329 .128 .223 .274 .386 .329
ミハルゴールド .511 .386 .274 .128 .329 .511 .580 .446 .223 .386 .511 .446 .386 .329 .821 .128 .329 .446 .511 .511 .446
ほうしゅん .386 .386 .274 .223 .223 .386 .580 .329 .041 .174 .386 .329 .274 .223 .511 .128 .223 .329 .386 .511 .329
しゅんれい .446 .446 .128 .223 .386 .580 .654 .511 .174 .446 .446 .511 .448 .386 .916 .274 .386 .511 .580 .580 .511
ニシノゴールド .446 .223 .329 .223 .386 .223 .654 .174 .174 .128 .329 .174 .128 .083 .446 .174 .083 .174 .223 .223 .274
ダイセンゴールド .274 .511 .511 .386 .580 .223 .580 .329 .446 .274 .386 .446 .386 .329 .386 .446 .329 .329 .274 .274 .223
きぬゆたか .223 .734 .580 .580 .654 .654 .580 .821 .654 .580 .446 .511 .734 .654 .734 .654 .654 .821 .916 .734 .511
ミサトゴールデン .580 .223 .446 .329 .511 .174 .329 .821 .274 .128 .223 .174 .041 .083 .223 .274 .083 .083 .128 .329 .274
スカイゴールデン .446 .329 .223 .041 .174 .174 .446 .654 .274 .223 .329 .274 .223 .174 .580 .083 .174 .274 .329 .446 .386
なす二条 .386 .174 .386 .174 .446 .128 .274 .580 .128 .223 .274 .128 .083 .041 .274 .223 .041 .128 .174 .274 .128
おうみゆたか .274 .386 .511 .386 .446 .329 .386 .446 .223 .329 .274 .329 .174 .223 .511 .446 .223 .329 .386 .274 .223
とね二条 .580 .223 .446 .329 .511 .174 .446 .511 .174 .274 .128 .329 .128 .083 .329 .274 .083 .174 .223 .329 .274
みょうぎ二条 .511 .174 .386 .274 .446 .128 .386 .734 .041 .223 .083 .174 .128 .041 .274 .223 .041 .128 .174 .274 .223
はるな二条 .466 .128 .329 .223 .386 .083 .329 .654 .083 .174 .041 .223 .083 .041 .329 .174 .000 .083 .128 .223 .174
きぬか二条 .654 .511 .821 .511 .916 .446 .386 .734 .223 .580 .274 .511 .329 .274 .329 .580 .329 .329 .274 .654 .446
ミカモゴールデン .580 .329 .128 .128 .274 .174 .446 .654 .274 .083 .223 .446 .274 .223 .174 .580 .174 .274 .329 .446 .386
さきたま二条 .446 .128 .329 .223 .386 .083 .329 .654 .083 .174 .041 .223 .083 .041 .000 .329 .174 .083 .128 .223 .174
タカホゴールデン .580 .223 .446 .329 .511 .174 .329 .821 .083 .274 .128 .329 .174 .128 .083 .329 .274 .083 .041 .223 .274
ニューゴールデン .511 .274 .511 .386 .580 .223 .274 .916 .128 .329 .174 .386 .223 .174 .128 .274 .329 .128 .041 .274 .329
ニシノチカラ .511 .386 .511 .511 .580 .223 .274 .734 .329 .446 .274 .274 .329 .274 .223 .654 .446 .223 .223 .274 .128
ニシノホシ .329 .329 .446 .329 .511 .274 .223 .511 .274 .386 .128 .223 .274 .223 .174 .446 .386 .174 .274 .329 .128
平均値 .459 .334 .411 .316 .454 .251 .377 .639 .273 .298 .222 .338 .287 .241 .206 .481 .314 .206 .278 .314 .373 .303
最高値 .654 .734 .821 .580 .916 .654 .580 .916 .821 .654 .580 .511 .580 .734 .654 .916 .654 .654 .821 .916 .734 .511
最低値 .223 .128 .128 .041 .128 .083 .223 .223 .041 .041 .041 .174 .083 .041 .000 .223 .083 .000 .041 .041 .128 .128
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他の国内 21 品種との遺伝的距離の平均値からみて，近縁度が高い品種は，はるな二条
(0.206)，さきたま二条 (0.206)，ニシノゴールド (0.251)，ミサトゴールド (0.271)など
であった．これらの品種は近縁係数（値は近縁の場合に高くなり，距離とは逆の関係にな
る）でも他の国内二条大麦 21品種との近縁度が高く，両者の結果が同様の関係を示した．
一方，他の国内 21 品種との遺伝的距離の平均値からみて，近縁度が低い品種は，きぬ
ゆたか (0.639) であった．近縁係数で他品種との近縁度が最も低かったスカイゴールデ
ンは，他の国内 21 品種との遺伝的距離では平均値が 0.298 と比較的高く近縁度が低い結
果となり，近縁係数からみた近縁度とは異なる傾向を示した．
３．近縁係数と遺伝的距離との関係
品種を区別できる形態や成分の変異は，それらに関与するタンパク質や酵素の働きの違
いによる結果であり，それらをコードする遺伝子の塩基配列の差異による．遺伝的距離は，
DNA 多型の検出率を基にした塩基配列の相似度による品種間の近縁程度を示すものであ
るが，品種の家系図からみた祖先の共通程度との比較においてよく一致したという報告が，
小麦 (Smaleら 2002) やライ麦 (vom Brockeら 2003) である．
前節では，品種間の DNA 多型のデータを用いたクラスター分析の結果，家系上で祖先
品種の共通程度が高い品種ほど近いクラスターに属した．本節では，家系図を基に統計的
に計算した近縁係数の値と，DNA多型の検出率から算出した遺伝的距離との関係をみた．
材料と方法
前節までで計算した国内 22 品種相互の近縁係数の値と，根井による遺伝的距離 D との
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間の相関係数を計算した．併せて両者の関係を図示することで特異的な分布をする品種の
有無についても考察した．
結果と考察
国内 22 品種相互間の近縁係数と根井の遺伝的距離 D との関係を第 3 図に示した．これ
ら品種の関係を近縁係数と遺伝的距離で比較すると，大部分の組合せが第 3図の 2本の点
線，Ｘ軸およびＹ軸で囲んだ部分に分布し，全体では，r =－ 0.526の 1％水準の有意な相
関が認められた．なお，第 3 図の中で，DNA 多型の検出率からみて遺伝的相似度が高く
遺伝的距離が近いのに交配記録による家系上では類縁関係があまり無い場合は，全体の傾
向の左下に位置するはずである．逆に，DNA 多型の検出率からみて遺伝的相似度が低く
遺伝的距離が遠いのに家系上では互いに共通な品種が多く使われていた場合には，図の右
上に位置する．第 3図では全体的に左下に分布する傾向が認められた．この原因としては，
交配記録上に共通祖先のない品種間は，家系上類縁関係がないと近縁係数のプログラムで
は計算する (水田ら 1996a) が，遺伝的背景からみると同じ大麦属として共有する遺伝子
領域があるためと考えられる．
第 3図のグラフで左下に特に離れて位置した×印は，スカイゴールデンとの組合せであ
る．このことは，スカイゴールデンが，六条大麦であるはがねむぎ由来の耐病性を導入し
た品種であり，クラスター分析の結果である第 2図でみるかぎり他品種とそれほど遺伝的
に離れていないが，はがねむぎが他の二条大麦品種との類縁関係が交配記録による家系上
では全く無いためである．遺伝的距離の値から推察すると，はがねむぎもここでの二条大
麦品種と類縁関係があるのであろう．このようにスカイゴールデンは家系上の不備が想定
されるのでスカイゴールデンとの組合せを除くと，遺伝的距離と近縁係数との間には r =
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第 3図 大麦品種における家系から算出した近縁係数と DNA多型率を基に
算出した根井の遺伝的距離Ｄとの相関関係．
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●；スカイゴールデンときぬか二条を除いた国内20品種間
×；スカイゴールデンと国内品種　△；きぬか二条と国内品種
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－ 0.600の相関関係となった．
きぬか二条との組合せを図中で△印とした．この場合は，図の右上部に全体の傾向から
離れて位置するものがいくつかみられ，きぬか二条の家系に何らかの不整合性のある可能
性が示唆された．従って，スカイゴールデンときぬか二条を除いた国内 20 品種間の相関
係数を計算すると，遺伝的距離と近縁係数との間には r =－ 0.650 の関係が認められた．
近縁係数は，両親から半分ずつの遺伝物質を確率的に受け継ぐとして算出するが，選抜
と固定により世代が進んだ品種間においても，この値は DNA 多型検出率を基にした遺伝
的相似度からある程度裏付けされた．
大麦において，過去の不明，または不整合と考えられる品種の記録については，今後 DNA
マーカーの開発と遺伝解析が進むことでさらに明快な結果が得られると考えられる．
今回二条大麦品種間の遺伝的関係を解析する 2つの方法で，交配記録による家系図から
統計的に算出した近縁係数と，DNA マーカーにより検出した DNA 多型を基に算出した
遺伝的距離との間には，相関関係が認められた．今回 DNA マーカーで検出した DNA 多
型が存在する染色体領域は，品種育成の過程の選抜や淘汰により偏ることなく，後代にほ
ぼ均等に分離していったのであろう．
まとめ
二条大麦国内 22 品種間の遺伝的関係を明らかにするため，品種の家系図から統計的に
算出する品種間の近縁係数と，DNA多型検出率を基にした品種間の遺伝的距離を算出し，
両者の関係を調査した．近縁係数は，はるな二条など良質品種との間の値が高く，一方で
特定病害抵抗性を導入した品種との間の値は小さかった．この近縁係数と，DNA 多型を
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基に算出した遺伝的距離との間には，r =－ 0.526～－ 0.650の相関が認められた．
従って，近縁係数は，両親から半分ずつの遺伝物質を確率的に受け継ぐとして算出する
が，この値は品種間の DNA 多型検出率を基に算出した遺伝的距離からもある程度裏付け
された．また一方で，今回用いた DNA マーカーで検出した染色体上の領域は，品種育成
の過程で選抜や淘汰による影響を受けずに，後代にほぼ均等に分離していったと考えられ
る．
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第４章 有用遺伝子の遺伝解析のための半数体倍加系統の作出
近年，DNA マーカーを利用したオオムギの連鎖地図を作製し，育種目標となる重要な
農業形質である種子感水性 (岩佐ら 1999)，醸造適性 (岡田ら 2002)，凸腹粒や側面裂皮
粒 (Kai ら 2003)，木石港 3 由来のオオムギ縞萎縮病抵抗性遺伝子 (Miyazaki ら 2001)
および赤かび病 (Hori ら 2003) など重要形質に関与する有用な遺伝子の解析が急速に進
んでいる．遺伝解析により開発された有用遺伝子に連鎖する DNA マーカーは，新品種育
成での育種選抜を効率化する一つの手段として期待されている (井辺・吉村 1999)．
遺伝解析の研究で重要なのは，DNA 解析の対象となる形質を高い精度で評価する方法
と，安定した評価が得られる質の高い材料の確保である (矢野・春島 1994)．遺伝解析に
適する材料は，遺伝解析の対象となる形質について個体間または系統間で明らかに遺伝子
由来の変異が認められること，形質発現が安定していて再現性のある結果が得られること，
分析用に十分量の材料が確保できること，遺伝的に固定されていて同一遺伝子構成の材料
として維持が容易で形質評価を繰り返し行えること (金谷ら 1998) が望ましい．
そこで本章では，徳島モチ裸に由来する新たなオオムギ縞萎縮病抵抗性遺伝子で，Ⅰ型，
Ⅱ型，Ⅲ型すべてのレースに対して抵抗性を示す新たな劣性遺伝子 rym7t (福岡ら 1991，
古庄・福岡 1997) を有する個体の育種選抜に利用できる DNA マーカーを開発する目的
で，遺伝解析の材料として，野生大麦 Holdeum bulbosum L.を利用する Furushoら (1990b)
の方法に準じて半数体倍加系統群を作出しようとした．またそれら半数体を経由した場
合でのメンデル分離比を検証し，遺伝解析に用いる半数体倍加系統数を検討しようとした．
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１． 半数体倍加系統群の作製
H. bulbosum を利用する半数体作出方法は，大麦と H. bulbosumを交雑すると受精後早
い段階に特異的に H. bulbosumの染色体のみが消失する (Kasha and Kao 1970，古庄ら
1992a) という現象を利用し，残っている大麦品種由来の染色体をコルヒチン処理により
倍化することで，染色体がすべてホモ接合体の固定系統を短期間で得る方法である
(Furushoら 1990b) ．
本節では DNA マーカーを利用した効率的な育種方法の開発を目標として行った半数体
倍加系統群作出の方法や効率，遺伝解析に用いる半数体倍加系統数について述べる．
材料と方法
供試した交配親は，徳島モチ裸由来の新たなオオムギ縞萎縮病抵抗性遺伝子 rym7t (福
岡ら 1991，古庄・福岡 1997) を有する六条大麦品種の縞系 6 と，rym7t が無くオオムギ
縞萎縮病に感受性である二条大麦品種の lk2 とした (第 4 図)．大麦半数体の作出は，野
生大麦 H. bulbosumで花粉を多く得られる系統 cb2920 (古庄ら 1987，Furushoら 1992c)
を利用する Furushoら (1990b) の方法に準じた．
H. bulbosumは，cb2920の株わけを 6月下旬に行い，1/5000ワグネルポット 40ポットで
増殖を行った．活着するまでは日陰で養成し，活着後は日なたで液肥を適宜与えながら養
成した．12月中旬から 2月にかけて交配用の花粉を得ることを目的に，9月上旬から 5ポ
ットずつ 1週間おきに人工気象室で 5 ℃，8 時間日長で 8週間の春化処理を行った後，15
℃以上で 24時間照明の温室内で開花まで養成した．
半数体を作出するため材料養成は，縞系 6と lk2とを交配して得た F1種子を 9月 20日
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にプランターに播種し，12 月以降は 15 ℃以上で 24 時間照明の温室で養成した．除雄を
止め葉より穂が抽出する頃に行い，除雄した穂が自然交雑しないようにポリエチレン袋で
被覆した．除雄から 3～ 4日後に H. bulbosumとの交配を行い，交配後直ちに第 2節間で
切断して穂を切花延命剤入りの水に挿し，25 ℃，18 時間日長下で維持した．なお，交配
翌日に胚の肥大を促進させるために GA3 (75ppm) を穂に噴霧した．交配 11 日後に胚を
クリーンベンチ内で無菌的に摘出し，B5 培地に置床して暗所 25℃で培養した．発芽後は
12 時間日長，暗：20℃，明：25℃条件にして培養した．こうして得られた 2～ 3 葉期の
植物体を，砂：土：バーミキュライト＝ 1：1：1の床土のポリポットに移植して約 1ヶ月
栽培し，半数体を得た．半数体の幼植物の根を 0.05%のコルヒチン溶液に 20 ℃，5 時間
浸漬させる倍加処理を行い半数体倍加系統を得た (第 4～ 7図)．
受粉穎花数，幼胚着生数，半数体作出数，半数体倍加処理数，半数体倍加系統数作出数
を調査し，半数体倍加系統を効率的に作出する方法を検討した．
結果と考察
第 11 表に，縞系 6 と lk2 由来の F1 と H.bulbosum との受粉穎花数，幼胚着生数，半数
体作出数，半数体倍加処理数，半数体作出数および受粉穎花数に対するそれぞれの作出率
を示した．受粉穎花数に対する幼胚着生率では，1996年，1997年および 1999年でそれぞ
れ 54.0％，41.8％および 23.5％であり，平均 41.9％であった．1999年の受粉穎花数に対
する幼胚着生率が他の年次に比べてかなり低かった．この原因は，生育中のハウス内の低
温が原因と考えられる出穂の遅延により，交配時期に野生オオムギの花粉が十分得られず，
受粉の作業精度が低くなったためと考えられた．半数体倍加系統の作出率を高位安定化す
るには，交配時期に十分量の花粉を得ることが重要である．そのため対策として，交配に
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第 4図 オオムギ縞萎縮病罹病性品種「lk2」と抵抗性品種「縞系 6」．
左側 10 粒；皮性二条大麦品種の lk2，右側 10 粒；裸性六条大麦の縞系 6．
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第 5図 H.bulbosumの穂と株．
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第 6図 除雄した大麦の小穂への H.bulbosum の受粉．
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第 7図 胚の置床と再分化．
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第 11表 bulbosum法による大麦幼胚着生率，半数体作出率，半数体倍加
処理率および半数体倍加系統作出．
半数体倍加 半数体倍加受粉穎 幼胚着生 半数体作出年度 処 理 系統作出
花数(a) 数(b) b/a% 数(c) c/a％ 数(d) d/a% 数(e) e/a%
1996 929 502 54.0 134 14.3 100 10.8 34 3.7
1997 775 324 41.8 138 17.8 125 16.1 56 7.2
1999 605 142 23.5 43 7.1 43 7.1 13 2.1
合計 2309 968 41.9 315 13.6 268 11.6 103 4.5
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最適な時期に出穂するように最低気温が 15 ℃以上に維持と管理ができる環境を整える必
要がある．次に，受粉穎花数に対する半数体作出率では，1996年，1997年および 1999年
でそれぞれ 14.3 ％，17.8 ％および 7.1 ％，平均 13.6 ％であった．この結果は，Furusho ら
(1990b) が行った二条オオムギ品種 3 組合せの F1 を用いた結果の 12.1 ～ 23.9 ％に比較
して同等かやや低い結果であった．半数体の作出率に差を生じる原因としては，交配時の
温度および作業の熟練度 (古庄ら 1987) の他に，オオムギ品種と H.bulbosum との交配親
和性の差 (Devaux ら 1990，Furusho ら 1990b)，胚培養におけるカルス生長量や不定芽再
分化率を高める遺伝子の存在 (Komatsudaら 1991, Manoら 1996) などが報告されていて
いる．本実験では，1999 年度の半数体作出率が低下したが，これは受粉作業の精度低下
が主な原因であり上記の生物学的な要因の影響は小さかったと考えられる．半数体倍加系
統作出率は，受粉穎花数に対して 1996 年，1997 年および 1999 年でそれぞれ 3.7 ％，7.2
％および 2.1％で，平均 4.5％であった．
半数体倍加系統の作出を 3 年間行った結果，2309 の受粉穎花数に対して 103 系統の半
数体倍加系統が得られ，その作出率は 4.5 ％であった．この値は稲の葯培養における，全
置床葯数に対する得られた倍化半数体数の割合の 3カ年平均値の 2.4％（大里ら 1999）よ
りも高い値であり，bulbosum 法が優れた方法であることを示した．
２．半数体倍加系統群の遺伝子型と分離比
本節では，前節で作製した半数体倍加系統群について，劣性の単一遺伝子 rym7t 由来の
オオムギ縞萎縮病抵抗性検定を行い，抵抗性系統と感受性系統の分離比が，1：1 のメン
デル分離比になるか検定した．検定で分離比に歪みがなければ，材料に分離比を乱す生物
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学的な要因はなく，形質評価の誤り (鵜飼 2000) はなかったと判断できる．rym7t は 7H
染色体上の皮裸性および長短芒性と連鎖関係が認められる (福岡ら 1991，古庄・福岡
1997) ことから，7H染色体上に座乗する形態マーカーは，rym7tの座乗位置を解明する連
鎖解析に利用できる．そこで，半数体倍加系統の由来となる縞系 6 と lk2 で表現型が異な
り，半数体倍加系統群で分離が認められる 7H 染色体上の形態マーカーであるモチウルチ
性 (Klamer and Blander 1961)，皮裸性 (Kikuchi 2003) および長短芒性 (武田ら 2004) に
ついても形質評価を行いメンデル分離比になるか調査した．7H 染色体以外の形態マーカ
ーである条性についても，同様にメンデル分離比になるか調査した．
材料と方法
（１）オオムギ縞萎縮病
オオムギ縞萎縮病 (第 8図) 抵抗性の判定は，発芽やその後の生育が不良であった系統
を除いた 95 の半数体倍加系統について，Ⅰ型ウィルスに汚染された福岡県筑紫野市萩原
の現地農家圃場で 1997 年，1998 年および 2001 年に行った．最終的に発病程度の判定が
困難であった半数体倍加系統は，ELISA検定 (高橋 1988) を行って判定した．
（２）モチ，ウルチ性とその他の形態的特性
7H 染色体上に座乗する wax の形質発現が，半数体倍加系統群の由来となる縞系 6 はモ
チ性，lk2はウルチ性と異なるので，半数体倍加系統群についても調査した (第 9図)．材
料は，福岡県農業総合試験場場内のウイルスに汚染されていない圃場で 1999 年に栽培し
て得た種子 30 粒を，直径約 2mm になるまでパーレスト ( (株) ケット科学研究所製)
でとう精したものを用いた．
とう精後の種子を沃素：沃素カリ：水＝ 1：2：3000の溶液 25mLに 30分浸漬後，水で
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第 8図 オオムギ縞萎縮病の病斑と症状．
手前左列：健全な株
手前中列と右列：罹病して萎縮した株
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第 9図 ヨード・ヨードカリ反応による wax (モチ，ウルチ性) の検定．
左側：wax遺伝子由来の表現型がモチ性 (縞系 6型) の系統
右側：wax遺伝子由来の表現型がウルチ性 (lk2型) の系統
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3 回すすぎ，100mL の水に 3 時間浸漬後の種子の色をビーカーの真上から観察した (第 9
図)．種子が脱色して白くなった系統をモチ性，青色のままのものをウルチ性と判定した．
栽培期間中に，半数体倍加系統の長短芒性および皮裸性の調査も行った (第 9図)．
（３）DNAマーカーによる遺伝子型
オオムギ縞萎縮病抵抗性遺伝子 rym7t の連鎖解析のため，縞系 6 と lk2 間で DNA 多型
を検出できる DNA マーカーの選定を行った．DNA マーカーの選定は，rym7t が 7H 染色
体上の形態マーカーの皮裸性および長短芒性と連鎖している (古庄・福岡 1997) ことか
ら，既知の染色体上の位置情報を基にして SSR のプライマー組合せ (Ramsay ら 2000)
と STSプライマーの組合せ (Blakeら 1996，Manoら 1999) から 7H染色体上のものを用
いた．SSR 分析および STS プライマーを用いた CAPS 分析は第 2 章の方法に準じた．た
だし，SSR 分析では DNA 多型の検出精度を上げるため，アガロースゲルより PCR 増幅
産物長のわずかな差を検出できる 11.3％ポリアクリルアミドゲルを用いて 400Vの電圧で
150分間電気泳動を行った．
縞系 6 と lk2 で DNA 多型を検出できた DNA マーカーを用いて，半数体倍加系統の遺
伝子型を解析し，遺伝子型の分離比が半数体倍加系統におけるメンデル分離比の 1：1 に
適合するかカイ二乗検定を行った．
結果
オオムギ縞萎縮病やその他の形質に対する半数体倍加系統群の抵抗性と感受性の分離比
を第 12 表に示す．作出した 103 系統のうち出芽やその後の生育が不良であった 8 系統を
除いた 95 系統中，抵抗性が 48 系統，感受性が 47 系統で，半数体倍加系統におけるメン
デル分離比の 1：1に適合した．
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第 12表 半数体倍加系統群におけるオオムギ縞萎縮病抵抗性およびその他の表現型分離．
調査 表現型 系統数 χ 2値
形態の項目 P
系統数 縞系 6型：lk2型 縞系 6型：lk2型 (1:1)
オオムギ縞萎縮病(Ⅰ型) 95 抵抗性： 感受性 48：47 0.011ns 0.90<
条性 95 六条 ： 二条 49：46 0.095ns 0.70-0.80
皮裸性 95 裸性 ： 皮性 46：49 0.095ns 0.70-0.80
モチウルチ性 94 モチ性： ウルチ性 48：46 0.043ns 0.80-0.90
長短芒性 95 長芒 ： 短芒 50：45 0.263ns 0.50-0.70
**；自由度 1ではχ 2(0.05)＝ 3.84であり，すべて P ＜ 3.84であることから帰無仮説が
採択される．すなわち，調査した形質の分離比は期待分離比 1：1に適合しないとはい
えない．
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形態マーカーの半数体倍加系統群における分離比についても，条性では六条：二条＝ 49
系統：46系統，皮裸性では裸性：皮性＝ 46系統：49系統，モチウルチ性ではウルチ性：
モチ性＝ 47 系統：48 系統，長短芒性では長芒：短芒＝ 50：45 で，いずれもメンデル分
離比の 1：1に適合した．
DNA マーカーは，SSR 分析と CAPS 分析の結果，rym7t の連鎖解析に利用できる SSR
マーカーおよび CAPSマーカーを合計 30種類選定した．DNA多型の検出率は，SSR分析
で 22.0 ％，CAPS 分析で 36.2 ％で，第 2 章で行った国内二条大麦品種間 (内村 2004) に
比べてかなり高かった．SSRマーカーと CAPSマーカーはヘテロ型を検出できる供優性マ
ーカーであるが，選定した 30 種類の DNA マーカーにおける半数体倍加系統の遺伝子型
は，すべてホモ型でヘテロ型は全く検出されなかった (第 10図)．遺伝子型の分離比は，29
種類の DNAマーカーにおいてメンデルの期待分離比である 1：0：1 (縞系 6型：ヘテロ
型：lk2型) に適合した (第 13表，第 10図)．
考察
DNAマーカーの選定において，縞系 6と lk2間の DNA多型検出率は，第 2節の国内二
条大麦品種間より高かった．この原因として，これらの品種間の近縁係数が 0であり，裸
性の六条大麦と皮性の二条大麦という形態の違いからみて，両品種間の遺伝的多様性が比
較的大きかったと推定されるためと，SSR 分析において分画能力の高いポリアクリルア
ミドゲルを用いたことでわずかな差の DNA多型を検出できたためと考えられた．
供試した半数体倍加系統は，今回選定した DNAマーカーからみて完全なホモ接合体で，
遺伝的に固定した系統であった．そのため，劣性遺伝子である rym7t 由来のオオムギ縞萎
縮病抵抗性やモチ，ウルチ性が判別可能であった．また，同一の遺伝子構成を持つ材料と
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DHLs BAM
DHLs M
DHLs M
DHLs M
第 10図 CAPSマーカーにおけるオオムギ半数体倍加系統の遺伝子型の調査．
１）M；サイズマーカー (100bp Ladder)，A；縞系 6，B；lk2，
DHLs；半数体倍加系統．
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第 13表 分子マーカーの選定．
調査した 半数体倍加系統群DNA多型
プライマー の遺伝子型分離比
分析方法１） 検出数 検出率
の種類 が 1：1に適合した
(a) (b) (b/a%) 分子マーカー数 ２）
SSR 59 13 22.0 12
CAPS 47 17 36.2 17
１）分析方法は第 2章に準じた．
２）縞系 6と lk2交配 F1由来の 94の半数体倍加系統の遺伝子型を調査し，
カイ二乗検定を有意水準 5％で行った結果．
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して維持と増殖が容易にできるため，異なる環境下で何度も栽培して形質評価ができる点
で利用価値が高く (金谷ら 1998)，本節で実施したさまざまな形質評価や分析用の材料を
十分量確保することができた．これは分析用材料を大量に要する麦芽品質や，環境の影響
により変異しやすく反復調査の必要な被害粒の発生程度 (馬場ら 1998) などの形質の分
析材料として適すると考えられる．また形質評価を繰り返すことは，環境による変異の影
響を小さくした精度の高いデータが得られ，QTL の検出力を高めることができる (Lander
and Botstein 1989，鵜飼 2000) など，精度の高い遺伝解析が可能になる．本節で半数体倍
加系統のオオムギ縞萎縮病検定を 3年間実施して得た耐病性のデータは，再現性が認めら
れ，抵抗性と感受性の系統数が 1：1 のメンデル分離比に適合した．また本節で評価した
形質や DNA マーカーにおける遺伝子型もメンデル分離比に適合した．分離比に歪みがあ
る場合は，形質の誤分類などの実験上のミスや生物学的要因を検討する必要がある (鵜飼
2000) が，今回の形質と DNA マーカーによる遺伝子型の評価は正確であったと判断し
た．また，胚着生率からみた H.bulbosum との交配親和性の差 (Furusho ら 1990b)，胚培
養におけるカルス生長量や不定芽再分化率に差を生じる遺伝子 (Thompson ら 1991，
Komatsudaら 1991, 小松田ら 1992, 小西ら 1994，Manoら 1996) およびコルヒチン処理
による倍数化における適性に関して，分離比を歪める特異的な生物学的要因との連鎖がな
かったことが示された．
育種選抜に利用できる DNA マーカー開発のための遺伝解析に用いる半数体倍加系統数
を検討した．遺伝解析材料の規模は，ふつう 100 ～ 200 であり (鵜飼 2000)，90 ～ 200
の個体や系統を供試した報告が多い (矢野・春島 1994，Manoら 1996，金谷ら 1998，岩
佐ら 1999，小山内ら 1999，Manoら 1999，佐藤ら 1999，Miyazakiら 2001，Kaiら 2003，
武田ら 2004，和田ら 2004)．今回，94 の半数体倍加系統を調査した結果，オオムギ縞萎
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縮病などの形態マーカーや DNA マーカーにおける遺伝子型の分離比は，メンデル分離比
に適合して歪みはなかった．遺伝解析に供試する半数体倍加系統数は，多い方が遺伝子の
詳細な座乗位置の解析が可能になるが，多大な労力と経費を要し，形質評価の精度が低下
する恐れがある．遺伝解析の研究で重要なのは，安定した評価が得られる質の高い材料の
確保と DNA 解析の対象となる形質の高い精度での評価である (矢野・春島 1994)．これ
らのことから，DNA マーカー開発のための遺伝解析は，今回作出した 94 の半数体倍加系
統で十分可能であると判断した．
半数体倍加系統を約 100作出するためには，本結果 (第 11表) から約 2200程度の穎花
への交配が必要と推定される．半数体倍加系統を作出した実績から，必要な期間と労力を
検討した．福岡県農業総合試験場の麦類育種チームにおいて，4 名の研究員が 1 ～ 2 ヶ月
間で約 8500 ～ 15000 の穎花に交配を行い，1 年間で半数体倍加系統を約 270 ～ 400 以上
作出した (2000 年～ 2002 年の実績)．そのため約 100 の半数体倍加系統の作出は，若干
名の研究員で 1年間交配と培養を行うことで十分可能であると考えられた．
なお，古庄ら (1988，1990a) は，半数体倍加系統より早い世代の半数体において，オ
オムギ縞萎縮病抵抗性やうどんこ病抵抗性の評価を行い，通常の交雑育種と比べて早い世
代での選抜が可能であるとしている．これらの耐病性に関する遺伝子の有無を判別できる
DNA マーカーの開発は，半数体の幼植物の数 mg の葉から抽出した DNA により抵抗性個
体の判別を可能にする．そのため，DNA マーカーによる選抜は，半数体の幼植物をウイ
ルスで均一に汚染された環境条件下に維持管理して行う耐病性検定に比較して，抵抗性個
体を効率的に高い精度の選抜を可能にすると考えられる．選抜した個体は速やかにコルヒ
チン処理を行うことで固定系統として生産力検定ができる (古庄ら 1990a)．このように，
半数体倍加系統は，効率的に短期間で育種選抜できる点においても利用価値が高い．
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まとめ
育種選抜に利用できる有用遺伝子に連鎖した DNA マーカーを開発する目的で，遺伝解
析の材料として，徳島モチ裸由来のオオムギ縞萎縮病抵抗性品種縞系 6とオオムギ縞萎縮
病罹病性品種 lk2の F1に野生大麦 H. bulbosum の cb2920を交配して得た胚を培養しコル
ヒチン処理をして，半数体倍加系統を作出した．半数体倍加系統群の作出率は，H. bulbosum
を受粉した F1の穎花数に対して，2.1～ 7.2％であった．
半数体倍加系統群 95系統のオオムギ縞萎縮病 (Ⅰ型) に対する表現型は，抵抗性 48系
統と感受性 47系統であり，メンデル分離比 1：1に適合した．また，連鎖分析に利用する
ために選定した DNA マーカーで検出した遺伝子型は，すべてホモ型でヘテロ型は全く検
出されず，29種類の DNAマーカーがメンデル分離比 1：1に適合した．
半数体倍加系統群は遺伝解析の材料として，以下の点で優れた．完全なホモ接合体であ
るため劣性遺伝子の形質の評価が可能であり，ヘテロ型が判定できない優性マーカーが有
効に使えた．同一の遺伝子構成の材料として維持・増殖が容易にできるため，分析用の材
料を十分量確保することが可能で，異なる環境下で何度も栽培して形質評価ができ，形質
の評価の信頼性を高めることができた．
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第５章 育種選抜に利用できる DNAマーカーの開発
古庄ら (1988，1990a) は，DNA マーカーを利用して幼植物から葉を採取してオオムギ
縞萎縮病やうどんこ病抵抗性遺伝子の有無を調査する方法が確立できれば，半数体倍加系
統以前の半数体の世代において効率的な選抜が可能としている．DNA マーカーを利用す
ることで，半数体または初期世代の幼植物をウイルスで均一に汚染された環境条件下で栽
培して行う耐病性検定に比較して，効率的かつ精度の高い選抜ができると考えられる．
前章で rym7t 遺伝子と同じ染色体上にある DNA マーカーと形態マーカーを選定した．
本節では，さらに rym7t 遺伝子近傍の領域を狙って，バルク法 (Michelmore ら 1991) に
よる DNA マーカーの開発を図ろうとした．バルク分析で得た DNA マーカーは，前章で
作製した半数体倍加系統群の遺伝子型を調査し，前章で調査したオオムギ縞萎縮病抵抗性，
形態マーカーおよび DNA マーカーのデータとともに，連鎖解析を行って連鎖地図の作成
しようとした．作製した連鎖地図から rym7t の最も近傍に連鎖する DNA マーカーを選定
しようとした．
選定した rym7t 遺伝子の最も近傍の DNA マーカーは，遺伝子型とオオムギ縞萎縮病抵
抗性の表現型との一致程度から選抜精度を明らかにし，育種選抜への利用の有効性を明ら
かにしようとした．
１．バルク分析
育種選抜への利用を目的とする DNA マーカーは，選抜目標となる遺伝子の有無を高精
度に判別するために，目的の遺伝子上またはその遺伝子の両側の可能な限り近傍に作出す
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る必要がある．オオムギ縞萎縮病抵抗性遺伝子 rym7t を有する個体の選抜に利用できる
DNAマーカーを開発するため，前章では rym7tと同じ染色体上に座乗する DNA マーカー
と形態マーカーを得た．本章ではさらに rym7t近傍の領域を狙って，バルク法 (Michelmore
ら 1991) により DNA マーカーの作出を図ろうとした．バルク法とは，目的の遺伝子の
表現型または遺伝子型が分離している集団をその表現型またはその周辺の DNA マーカー
における遺伝子型で 2 つのグループに分けて，これらの 2 つのグループの DNA 混合溶液
を鋳型にして DNAの多型を検出する方法である (第 11図)．2つのグループの DNA混合
溶液間では，目的の遺伝子周辺では遺伝子型が異なり，それ以外の領域では 2つの遺伝子
型が混ざり合った状態となる．そのため，目的の遺伝子周辺に由来する DNA 多型が選択
的に検出できる方法である．
材料と方法
解析材料は，前章で作製した縞系 6と lk2交配 F1由来の半数体倍加系統を 94系統供試
した．オオムギ縞萎縮病に対して，抵抗性を示す 10 系統の DNA を等量ずつ混合して最
終濃度が 20ngμ L －１の DNA混合溶液を作製した．一方で，罹病性を示す 10系統を DNA
を等量ずつ混合して最終濃度が 20ng μ L －１の DNA 混合溶液を作製した．これらの DNA
混合溶液間における DNA 多型の検出を，第 2章の RAPD 分析に準じて行った．ただし，
プライマーは第 2 章のものとオペロン社の 10 塩基のランダムプライマーのなかから 2 種
類を混合して PCR反応に用いた．2種類を混合する場合のプライマーの量は，1種類の場
合の半量ずつとして，総量は 1 種類の場合と同じ量にした．DNA 多型を検出したプライ
マーは，さらに再現性と，遺伝子型が抵抗性の評価と高い精度で一致するか調査を行って，
いずれも良好な結果を示したものを選抜した．選定したランダムプライマーを用いて，半
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連鎖地図１）
２）
バルク A バルク B
オオムギ縞萎縮病抵抗性 オオムギ縞萎縮病罹病性
(縞系 6型) の 10系統の (lk2型)の 10系統の遺伝．
遺伝子型 (模式図)． 子型 (模式図)．
１）バルク分析は，連鎖地図がなくても，遺伝解析を行う目的形質の表現型で
系統を分けてそれぞれバルク化することで，その形質に関与する遺伝子の
近傍でバルク間で差ができれば可能である．
２）オオムギ縞萎縮病抵抗性遺伝子 rym7t とその近傍の遺伝子型がバルク A
とバルク B間で異なり，バルク間で DNAの多型が検出できる領域．２）
以外の領域では，両親由来の遺伝子型が検出されるため，多型にならない．
M A B A B A B A B A B A B A B A B A B A B A B A B
M；サイズマーカー (φ X174HaeIII)．
A；バルク Aのオオムギ縞萎縮病抵抗性系統群の混合 DNA溶液．
B；バルク Bのオオムギ縞萎縮病罹病性系統群の混合 DNA溶液．
プライマーの種類は 2レーンごとに異なっている．
白い矢印はバルク DNA間で検出した多型．
第 11図 バルク分析と多型の検出．
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数体倍加系統の遺伝子型を調査し，メンデル分離比になるかカイ二乗検定を行った．
結果
第 14 表にオオムギ縞萎縮病抵抗性遺伝子 rym7t を目標としたバルク分析による多型検
出数と検出率を示した．まず，3240 種類のプライマー組合せによる多型検出を行い，再
現性があり 22の半数体倍加系統のオオムギ縞萎縮病抵抗性の表現型と 80％以上の一致が
あった (欠測は除く) 4種類の RAPDマーカーを選定した．これらの RAPDマーカーの検
出率は調査したプライマー数に対して 0.12％であった．さらに DNA 混合溶液にする半数
体倍加系統を一部変更して新たなバルクを作製し，768 種類のプライマーを用いて調査を
行った．その結果，上記と同様の条件により 3 種類の RAPD マーカーを選定した．これ
らの RAPD マーカーの検出率は調査したプライマー数に対して 1.43 ％であった．これら
の 7つの RAPDマーカーにおける半数体倍加系統群の遺伝子型を調査した結果，すべて 1
：1のメンデル分離比になった (第 14表)．
考察
バルク法は，特定の単一の質的遺伝子の近傍にマーカーを作成する方法で (Michelmore
ら 1991)，部分置換系統 (Kubo ら 2002) や準同質遺伝子系統など作出する必要が無く，
連鎖地図や塩基配列情報が無くても 1つの遺伝子由来の分離が認められる集団があればよ
く，短期間で狙った DNA 領域に DNA マーカーを集中して作成することができる点で優
れる方法である．本節では rym7tのと連鎖する可能性が高い 7種類の RAPDマーカーが作
出できた．これらの RAPDマーカーと rym7tの連鎖解析は次節で行う．また，バルク法で
は解析材料の DNAにヘテロ型の領域があるとヘテロ型を含むグループ側の由来の DNA
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第 14表 バルク法による rym7t遺伝子近傍の DNAマーカーの検出．
調査した 多型を検出した 7H染色体連鎖地図
バルク分析１） プライマー プライマー 上に位置づけできた
の種類 (a) 数２） 頻度% RAPDマーカー数３）
Ⅰ 3240 4 0.09 3
Ⅱ 768 3 1.43 3
合計(Ⅰ＋Ⅱ) 4008 7 0.15 6
１）ⅠとⅡでは，バルク化(DNAを混合)した系統が異なる．
２）再現性があり，縞系 6，lk2および 22の半数体倍加系統による 2次選抜
リーニングで 80％以上が rym7tの表現型と一致 (欠測除く) し，rym7t
との連鎖が期待できるもの．
３）次節の連鎖解析の結果 (第 12図)．
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多型のみしか検出できなくなるため，多型の検出効率が半分に低下する．本節では前章で
作製したホモ接合体の半数体倍加系統を用いたため，バルク化する系統の適切な選定と効
率的な DNA多型の検出ができた．
２．連鎖地図の作製
本節では，オオムギ縞萎縮病抵抗性遺伝子 rym7t を有する品種を効率的に選抜できるマ
ーカーを開発するために，前節までに得た形態マーカーと DNA マーカーにおける半数体
倍加系統の表現型と遺伝子型のデータを基にして組換え価を算出し，連鎖地図を作成して
rym7tの最も近傍に連鎖するマーカーを明らかにしようとした．
材料と方法
rym7t 遺伝子との連鎖解析は，前節までに得られた 3 つの形態マーカーと 37 の DNA マ
ーカーによる半数体倍加系統群の表現型または遺伝子型を調査したものを用いた．これら
のデータを縞系 6 由来の表現型および遺伝子型を 1，lk2 由来のものを 2 として MAPL98
(鵜飼ら 1995) に入力して，連鎖解析を行い連鎖地図の作成を試みた．なお，Bmag0571
と ABC310の DNAマーカー間は，UKcropnet (http://ukcrop.net) や岡山大学資源生物科学
研究所 (http://www.rib.okayama-u.ac.jp/barley/index.sjis.html) などホームページに公開され
ている他の品種を材料にした連鎖地図で，これらの DNA マーカーの座乗位置がいずれも
同じ位置関係であったため，これらの DNA マーカー間の組換え価を計算して 1 群に連な
った連鎖地図にしようとした．
- 80 -
結果と考察
MAPL98 による連鎖解析と Bmag0571 と ABC310 間の組換え価の算出により，オオムギ
縞萎縮病抵抗性遺伝子 rym7t，3 つの形態マーカーおよび 27 の DNA マーカーによる
299.5cMの連鎖地図を作成できた (第 12図)．前節のバルク分析によって得た RAPDマー
カーは，7 種類のうち 6 種類の RAPD マーカーが 7H 染色体上の rym7t 周辺に位置づけで
きた．特に，rym7t の短腕側の最も近傍に R13+RAPD1 が位置づけできた．のこり 1 種類
の RAPD マーカーは，前節で調査した以外の半数体倍加系統の遺伝子型が他の 7H 染色体
上のマーカーと一致しないものが多かったため，7H 染色体上に位置づけされなかった．
DNA マーカーが密集する領域が rym7t より長腕側の 116.0cM から 143.5cM 間に認められ
た．これらの DNA マーカーの連鎖地図上の相対的な位置関係は， UKcropnet
( http://ukcrop.net) や岡山大学資源生物科学研究所 ( http://www.rib.okayama-u.ac.jp/
barley/index.sjis.html) などで公開されている他の解析材料の連鎖地図とは異なる部分が認
められた．しかし，作成した連鎖地図は，全体的にみて既知の連鎖地図の DNA マーカー
の位置情報とほぼ一致し，7H染色体のほとんどをカバーするものであった．
rym7t を有する個体の選抜に利用する目的で，rym7t の両側の最も近傍で連鎖する DNA
マーカーとして R13+RAPD1 と MWG511 を選定した．R13+RAPD1 は rym7t から 7H 染色
体短腕側に 27.1cM で連鎖する RAPD マーカーである．MWG511 は rym7t から 7H 長腕側
に 11.9cMで連鎖する CAPSマーカーである．
３．DNAマーカーによる選抜の有効性
前節でオオムギ縞萎縮病抵抗性遺伝子 rym7t の両側に最も近傍で連鎖する DNA マーカ
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第 12図 オオムギ縞萎縮病抵抗性遺伝子 (rym7t) と DNAマーカー
および形態マーカーによる 7H染色体の連鎖地図．
n；皮裸性，lk2；長短芒性，wx；waxy遺伝子(モチ・ウルチ)．
下線のある DNAマーカーは，バルク分析により得られた
RAPDマーカー．
U2+RAPD1
rym7t
ABC310
ABC253
ABG461
MWG2062
13.1
43.6
7.7
24.2
63.8
104.1
77.0
MWG53
ABC152
MWG622
0.0
wx
ABC255
cMWG729
299.5
278.7
259.3
288.7
R13+RAPD1
116.0
118.1
119.2
120.3
121.4
122.5
126.9
131.5
132.6
138.1
143.5
162.9
191.0
198.5
202.8
224.2
MWG511
AB9+RAPD17
ABG652
Bmag0341
Bmac0031
Bmag0369
AF11+RAPD2
ABG476
Bmac0297
X16
Bmag0507
MWG2030
MWG2031
Q4+RA76
n
Bmac0064
lk2
Bmag0571
291.9
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ーの R13+RAPD1 と MWG511 を選定した．これらは，連鎖解析により計算上位置づけさ
れたものである．そこで本節では，これらの DNA マーカーにおける遺伝子型とオオムギ
縞萎縮病抵抗性の判定との一致程度を確認しようとした．さらにこれらの DNA マーカー
における選抜精度と有効性を明らかにしようとした．
材料と方法
解析材料には前章で作製した 94 の半数体倍加系統と，前節で選定したオオムギ縞萎縮
病抵抗性遺伝子 rym7tの両側で最も近傍の DNAマーカーの R13+RAPD1と MWG511を供
試した．rym7t，MWG511 と R13+RAPD1 における半数体倍加系統のオオムギ縞萎縮病抵
抗性と遺伝子型のデータベースを作成して分類を行った．その結果から rym7t 由来のオオ
ムギ縞萎縮病抵抗性と両側の DNA マーカーにおける遺伝子型との一致程度を確認した．
また，これらの DNA マーカーで rym7t 由来のオオムギ縞萎縮病抵抗性系統を選抜した場
合の選抜精度を算出した．
結果と考察
DNAマーカーの R13+RAPD1，MWG511および rym7tの 3つのマーカーにおける半数体
倍加系統の遺伝子型を第 15 表に示した．MWG511 における遺伝子型と rym7t 由来のオオ
ムギ縞萎縮病抵抗性は，94 の半数体倍加系統のうち 82 系統が一致した．この結果，
MWG511 における遺伝子型で rym7t を有する個体の選抜を行った場合，選抜精度は約 87
％であった．一方で，R13+RAPD1 における遺伝子型と rym7t 由来のオオムギ縞萎縮病抵
抗性は，94 の半数体倍加系統のうち 76 系統が一致し，選抜精度は約 81 ％であった．い
ずれも 80％以上の確立で rym7tを有する系統を判別できることが確認できた．また，R13
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第 15 表 DNA マーカーにおける遺伝子型とオオムギ縞萎縮病抵抗性
遺伝子 rym7t 由来の表現型との一致程度．
各遺伝子座における表現型および遺伝子型１）
系統数 系統番号２）
MWG511 rym7t R13+RAPD1
*縞系 6型 縞系 6型 *縞系 6型 41
*縞系 6型 縞系 6型 lk2型 2 71, 90
lk2型 縞系 6型 *縞系 6型 0 －
lk2型 縞系 6型 lk2型 5 25, 41, 43, 51, 58
縞系 6型 lk2型 *lk2型 0 －
縞系 6型 lk2型 縞系 6型 7 1, 17, 29, 45, 46, 78, 79
*lk2型 lk2型 *lk2型 35
*lk2型 lk2型 縞系 6型 4 59, 66, 69, 76
MWG511の遺伝子型と rym7tの表現型が 82
一致した系統数と頻度 (％) (87.2%)
R13+RAPD1の遺伝子型と rym7tの表現型が 76
一致した系統数と頻度 (%) (80.8%)
１）連鎖地図上の順番で並べた．*は，DNAマーカーの遺伝子型と rym7t の表現
型が一致していることを示す．
２）表の遺伝子型に一致する系統の試験番号 (DH21-XX) を示す．組換えが起
こっていない系統は省略した．
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+RAPD1 と MWG511 の両方の遺伝子型が一致した場合で rym7t を有する系統を選抜した
場合，94の半数体倍加系統のうち 76系統が一致し，選抜精度は約 81％であった．
一方，隣接するマーカー間で遺伝子型が異なる場合，1 回の組換えが起こっていると仮
定すると，これら R13+RAPD1と rym7t間と rym7tと MWG511間で，いずれも組換えが起
きているのが 12 系統，いずれかで 1 回起こっているのが 7 系統認められた．組換えの位
置からみると，R13+RAPD1 と rym7t 間が 18 系統，MWG511 と rym7t 間が 12 系統であっ
た (第 15 表)．これらの系統は，さらに rym7t の近傍に連鎖する DNA マーカーを開発す
るため，バルク分析や戻し交配による分離集団の作成の材料として利用できる．
以上のことから，DNA マーカー MWG511 と R13+RAPD1 は，オオムギ縞萎縮病抵抗性
遺伝子 rym7tを有する半数体倍加系統の選抜に有効であることを明らかにできた．
まとめ
本章では rym7t の染色体上の座乗位置を解析し，最も近傍に連鎖する DNA マーカーを
選定し，それらの DNA マーカーによる rym7t の選抜効果を明らかにした．解析材料は，
rym7t 由来のオオムギ縞萎縮病抵抗性に明らかな差が認められ，形態の違いから第 2 章の
国内二条大麦品種間より遺伝的多様性が大きいと考えられる縞系 6 と lk2 由来の半数体倍
加系統群を供試した．そのため，連鎖解析に形態マーカーであるモチウルチ性，皮裸性お
よび長短芒性などが有効利用できた．また，STS マーカーや SSR マーカーは，公開され
ている数十程度のプライマーを用いた分析から，高頻度で DNA 多型を検出することがで
きた．また，バルク法により染色体上の位置情報がない RAPDマーカーを rym7t近傍に作
出できた．これらのマーカーを用いた連鎖解析により rym7t の 7H染色体上の位置を明ら
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かにし，rym7t を有する系統の選抜に利用できる DNA マーカー R13+RAPD1 と MWG511
を選定した．
一方で，rym7t と R13+RAPD1 間で組換えが起こっている 18 系統と，rym7t と MWG511
間で組換えが起こっている 12 系統を明らかにした．これらの系統は，さらに rym7t 近傍
に密接に連鎖する DNA マーカー開発のために，バルク分析や戻し交配による分離集団の
作成のための材料として利用できる．
今回作出した DNAマーカーは rym7tと条性の連鎖はなく (古庄 未発表) ，形態マーカ
ーに用いたモチウルチ性や皮裸性よりも rym7t 近傍であるため，これらの連鎖する遺伝子
の有無を個々に識別して目的の形質と遺伝子のみを備えた品種を選抜することが可能であ
る．
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第６章 その他の有用農業形質に関するＱＴＬの検出
外観品質と醸造適性がともに優れる品種の育成において，福岡県農業総合試験場麦類育
種チームの育種事業では，F4 世代の約 18000 の穂系統をオオムギ縞萎縮病ウイルス (Ⅰ
型) 汚染圃場に播種する．その中から早生，短強稈性，オオムギ縞萎縮病，耐湿性 (浜地
ら 1989)およびうどんこ病抵抗性を指標として選抜し，約 1900 系統を収穫，脱穀後，側
面裂皮粒 (金谷ら 1996)，凸腹粒 (馬場ら 2001)，剥皮の有無およびちりめんじわの多少
を外観で評価し，約 370系統を選抜している．このような比較的早期の一世代において，
上記の指標により約 1/50 系統にする強い選抜を行っている．このような強い選抜を行っ
てきた中からこれまでに，麦芽品質が特に優れる品種ミハルゴールド (吉川ら 1997)，ほ
うしゅん (古庄ら 1999a,b) およびしゅんれい (2005 年農林登録) などが育成されてい
る．このことは，選抜指標とした早生，短強稈性，オオムギ縞萎縮病，耐湿性およびうど
んこ病抵抗性のいずれかに関与する遺伝子と麦芽品質に関与する遺伝子が連鎖しているこ
とを示唆している．
上記のような効率的な選抜方法は，交配品種の組合せを含めて，育種家の経験と熟練し
た技量によるところが大きい．水稲では，良食味でいもち病に強い品種の育成は困難であ
ることが経験的に伝えられていて，食味といもち病に関する遺伝子の劣悪な連鎖が推測さ
れている (櫛渕・山本 1989)．食味やいもち病のような農業上重要な形質の多くは，単一
の主働遺伝子による支配ではなく，多くの微働遺伝子が関与する量的形質であると考えら
れ，雑種後代において連続的な変異を示し，メンデルの分離の法則が直接適用ができない
ために遺伝解析が極めて困難であった．しかし近年，QTL 解析 (Thoday 1961，Tanksley
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1993，鵜飼 2000) により，このような量的形質に関与する遺伝子を連鎖地図上に大まか
に位置付けすることが可能になった．その結果，近年さまざまないもち病抵抗性遺伝子に
それぞれ緊密に連鎖する DNA マーカー (遠山ら 1998，Fujii ら 2000，Hayashi ら 2004)
が開発される一方で，米の食味に関与する遺伝子の解明 (和田ら 2004) が行われている．
この後者の結果は，DNA マーカー選抜を行うための前提条件である有用形質遺伝子に連
鎖する DNA マーカーの開発を促進する (矢野 1996) ための貴重な情報となる．また，
重要な農業形質に関与する遺伝子の数や染色体上の座乗位置を明らかにすることは，育種
計画を立てる際，効率的に遺伝子の集積を行うための交配母本の組合せの選定や，目的の
遺伝子型を備えた個体の出現率の統計的な算出による雑種後代の作出数の決定，連鎖する
複数の有用な農業形質を 1つの指標により効率的に選抜するための貴重な情報になる．
そこで本章では，二条大麦品種において重要な有用農業形質であるうどんこ病抵抗性，
斑葉病抵抗性，外観品質および麦芽品質について，きぬゆたかと吉系 15 由来の半数体倍
加系統群を供試して QTL 解析を行い，これらの形質の染色体上の座乗位置を推定すると
ともに，連鎖する DNAマーカー，QTLの相加効果と寄与率を明らかにした．
材料と方法
QTL 解析の材料には，二条大麦品種のきぬゆたかと吉系 15 を交配した F1 由来の半数
体倍加系統群と 55 の DNA マーカー (Kai ら 2003) および新たに第 2 章の SSR 分析，
RAPD 分析および CAPS 分析に準じて作出した 36 を加えた合計 91 の DNA マーカーを用
いた．連鎖地図の作製と QTLの検出はコンピュータソフトMAPL98 (鵜飼ら 1995，鵜飼
1999) により行った．QTLは LOD値が 2.0以上のものを連鎖地図上に示した．LODは，
最尤法による組換え価 (r) の推定における対数尤度の最大値と r＝ 0.5での値の差を表す
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連鎖検定の指標で，LODがある一定値 (閾値) を超えたとき，QTLがあると判定される
(鵜飼 2000)．検出した QTL の染色体上の位置は，MAPL98 によりインターバルマッピン
グ法で算出し推定したものである．さらに QTL の効果を検証するため，QTL の最も近傍
に位置する DNAマーカーにおける LOD値，相加効果およびその DNAマーカーで全体の
変異に対して QTL で説明できる割合を併せて示した．QTL 解析を行った形質の評価方法
は，以下の通りである．
１．うどんこ病
2003 年 12 月に福岡県農業総合試験場内のガラス温室内に 1 系統につき 10 粒ずつ播種
し，適宜灌水して栽培した．うどんこ病抵抗性の評価は，2004 年 5 月上旬の罹病程度か
ら行った．罹病程度の評価は，発生無しの 0，葉に小さな病斑が数個認められる 1から葉
全体を病斑が覆う 5 (発生甚)の 6段階で評価した．
２．斑葉病
1999 年と 2002年の 11月中旬に福岡県農業総合試験場内の畑に 1系統につき 10粒ずつ
播種した．斑葉病抵抗性の評価は，いずれの年も 5月上旬の罹病程度から行った．罹病程
度の評価は，発生無しの 0，葉に小さな病斑が認められる 1 から全体的に矮化するか枯死
する 5 (発生甚)の 6段階で評価した．
３．凸腹粒
2000 年と 2002 年の 11 月下旬に福岡県農業総合試験場内のガラス製のハウス内に 1 系
統につき 10 株ずつ播種し，登熟期に 1 日に 40 ～ 50mm の人工降雨処理を 2 日間行い，2
日間中断する処理を連続 5回行った (馬場ら 2001)．収穫物の全粒数と，種子の縦溝が裂
けて中身が流出している凸腹粒数を調査した．
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４．麦芽品質
麦芽品質 (水感受性，粗たんぱく含有率，麦芽可溶性窒素，麦芽エキス％，β－グルカ
ン，ジアスターゼ力) の調査は，2002 年度 11 月下旬に福岡県農業総合試験場に播種し，
収穫後 2.5mm 以上，水分 12.5%を目標に調整した種子 60g を栃木県農業試験場栃木分場
に送付して，麦芽品質に関する分析 (栃木県農業試験場栃木分場 1998，古庄ら 1992b)
を依頼して得た結果を用いた．
結果
１．連鎖地図と QTL
91 マーカーの連鎖解析を MAPL98 で行った結果，84 マーカーの 9 連鎖群による全長
788.1cM の連鎖地図が作製できた．染色体番号は連鎖群に含まれる DNA マーカーの既知
の染色体位置情報を基にして示した (第 13 図)．検出した QTL は形質ごとに色分けして
示した．第 16表にそれらの QTLの LOD値，QTLの効果とその効果を発現する遺伝子型，
分析した形質の変異を QTLで説明できる割合を表す説明変数を示した．
２．うどんこ病に関する QTL
1H 染色体上に遺伝子型が吉系 15 型でうどんこ病抵抗性が強くなる QTL を検出した
(第 13図)．この QTLに最も近傍の DNAマーカー GMS021の QTLの LOD値は 71.09で，
遺伝子型が吉系 15 型で抵抗性が向上し，観察評価の値が 1.76 向上する効果が認められた
(第 16表)．
３．斑葉病に関する QTL
1999 年と 2002 年のデータをそれそれ QTL 解析した結果，2 年とも 2H と 6H 染色体上
- 90 -
92.5
70.7
19.0
第13図 吉系15ときぬゆたか交配F1由来の半数体倍加系統による
麦芽品質，凸腹粒発生率，斑葉病およびうどんこ病に関するQTL．
吉系15ときぬゆたか
の連鎖地図
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●うどんこ病 ●斑葉病(1998) ● 斑葉病(2002） ●凸腹粒発生率(2000) ● 凸腹粒発生率(2002) 
●水感受性 ●麦芽エキス% ●麦芽粗タンパク含有率 ● 麦芽可溶性窒素(SN) ●β－グルカン
●ジアスターゼ力
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第 16表 吉系 15ときぬゆたか交配 F1由来の半数体倍加系統によるうどんこ病，斑葉病，凸腹粒および麦芽品質に関する QTL解析．
QTL DNAマーカーにおける
形質名 第 13図の
座 乗 近傍の DNA LOD値 遺伝子型と QTLの効果１） 説明変数２）
QTLマーク 年度
染色体 マーカー 遺伝子型 効果
うどんこ病 1H GMS021 2003 71.09 吉系 15型 -1.76 89.1
6H aABG466 1999 4.34 吉系 15型 -0.47 13.1
斑葉病 2H HvM036 1999 3.21 きぬゆたか型 -0.39 10.0
6H aABG466 2002 5.25 吉系 15型 -0.59 15.4
2H HvM036 2002 5.30 きぬゆたか型 -0.60 16.2
凸腹粒 2H HvM036 2000 3.88 吉系 15型 -1.56 12.5
1H OPBD5 2000 4.07 きぬゆたか型 -1.62 11.6
2H RA55 2002 11.07 吉系 15型 -4.79 33.0
1H RAPD15 2002 4.27 きぬゆたか型 -3.02 13.0
水感受性 2H AE11+RA47 2002 4.24 きぬゆたか型 -0.44 13.8
6H aABG466 2002 4.18 吉系 15型 -0.42 12.5
祖タンパク含有率 5H Bmag760 2002 5.27 きぬゆたか型 0.33 15.5
2H aABC716 2002 3.31 吉系 15型 0.26 9.6
麦芽可溶性窒素 2H Bmag0350 2002 4.91 吉系 15型 0.03 14.6
3H HvJas 2002 3.69 きぬゆたか型 0.03 11.5
3H Bmag0225 2002 3.70 きぬゆたか型 0.03 11.8
1H OPBD5 2002 2.97 きぬゆたか型 0.02 9.1
麦芽エキス％ 2H MWG874 2002 6.98 きぬゆたか型 0.57 19.8
1H RAPD15 2002 2.29 きぬゆたか型 0.33 6.8
β－グルカン 3H HvJas 2002 8.46 吉系 15型 14.2 24.4
1H OPF7 2002 3.63 吉系 15型 9.5 11.0
麦芽全窒素あたりの 1H MWG938 2002 14.58 吉系 15型 16.29 36.7
ジアスターゼ力 5H Bmag760 2002 2.58 吉系 15型 7.72 7.9
１）QTLの効果；うどんこ病および斑葉病は観察評価（0(発生無)～ 5(発生甚)），凸腹粒は発生率(%)，その他の形質は分析値へ
の相加効果を示す．
２）説明変数；表現型の変異を QTLで説明可能な割合．
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のほぼ同じ位置にそれぞれ 1 つずつの QTL を検出した (第 13 図)．6H の QTL に最も近
傍の DNAマーカー aABG466の LOD値は 4.34 (1999年)，5.25 (2002年)で，遺伝子型が
きぬゆたか型で抵抗性が向上し，観察による抵抗性評価が 0.47 (1999年)，0.59 (2002年)
向上する効果が認められた．2H の QTL に最も近傍の DNA マーカー HvM036 の QTL の
LOD値は 3.21 (1999年)，5.30 (2002年) で，遺伝子型が吉系 15型で抵抗性が向上し，
観察による評価が 0.39 (1999年)，0.60 (2002年) 向上する効果が認められた (第 16表)．
４．凸腹粒
2000年と 2002年に試験を実施し，2年とも 1Hと 2H染色体上のほぼ同じ位置にそれぞ
れ 1つずつの QTLを検出した (第 13図)．1Hの QTLに最も近傍の DNAマーカーは 2000
年は OPBD5 で LOD 値が 4.07，2002 年は RAPD15 で LOD 値は 4.27 で，いずれも遺伝子
型が吉系 15 型で凸腹粒の発生を軽減する効果が，1999 年は 1.62 ％，2002 年は 3.02 ％認
められた (第 16表)．2Hの QTLに最も近傍の DNAマーカーは 2000年は HvM036で LOD
値が 3.88，2002 年は RA55 で LOD 値は 11.07，いずれも遺伝子型がきぬゆたか型で凸腹
粒の発生を軽減する効果が 2000 年は 1.56 ％，2002 年は 4.79 ％認められた (第 16 表)．
５．麦芽品質
(1) 水感受性
大麦には過剰の水で発芽が阻害される水感受性という形質があり，水感受性が低い方が
望ましい．水感受性に関与する QTLは 2Hと 6H染色体上に 1つずつ検出した (第 13図)．
2H の QTL の最も近傍の DNA マーカー AE11+RA47 における QTL の LOD 値は 4.24 で，
遺伝子型がきぬゆたか型で水感受性の値を 0.44 ％小さくする効果が認められた．6H の
QTL に最も近傍の DNA マーカー aABG466 における QTL の LOD 値は 4.18 で，遺伝子型
が吉系 15型で水感受性の値を 0.42％小さくする効果が認められた (第 16表)．
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(2) 粗タンパク質含有率
粗タンパク質含有率に関与する QTLを 5Hと 2H染色体上にそれぞれ 1つずつ検出した
(第 13図)．5Hの QTLに最も近傍の DNAマーカー Bmag760における QTLの LOD値は
5.27 で，遺伝子型がきぬゆたか型で粗タンパク含有率が 0.33 ％増加する効果が認められ
た．2H の QTL に最も近傍の DNA マーカー aABC716 の QTL の LOD 値は 3.31 で，遺伝
子型が吉系 15 型で粗タンパク質含有率が 0.26 ％増加する効果が認められた (第 16 表)．
(3) 麦芽可溶性窒素
麦芽可溶性窒素に関与する QTLを 2Hに 1つ，3Hに 2つおよび 1Hに 1つ検出した(第
13 図)．2H の QTL に最も近傍の DNA マーカー Bmag350における QTLの LOD値は 4.91
で，遺伝子型が吉系 15 型で麦芽可溶性窒素が 0.03 ％増加する効果が認められた．3H の
QTL に最も近傍の DNA マーカー Bmag225と HvJas の QTLの LOD 値は 3.70と 3.69で，
いずれも遺伝子型がきぬゆたか型で麦芽可溶性窒素が 0.03％増加する効果が認められた．
1H の QTL 近傍の DNA マーカー OPBD5 における QTL の LOD 値は 2.97 で，遺伝子型が
きぬゆたか型で麦芽可溶性窒素が 0.02％増加する効果が認められた (第 16表)．
(4) 麦芽エキス％
麦芽エキスに関与する QTL を 2H と 1H 染色体上にそれぞれ 1 つずつ検出した(第 13
図)．2Hの QTLに最も近傍の DNAマーカー MWG874における QTLの LOD値は 6.98で，
遺伝子型がきぬゆたか型で麦芽エキスが 0.57 ％増加する効果が認められた．1H の QTL
に最も近傍の DNAマーカー RAPD15における QTLの LOD値は 2.29で，遺伝子型がきぬ
ゆたか型で麦芽エキスが 0.33％増加する効果が認められた (第 16表)．
(5) β－グルカン
β－グルカンに関与する QTL を 3H と 1H 染色体上にそれぞれ 1 つずつ検出した (第
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13図)．3Hの QTLに最も近傍の DNAマーカー HvJasにおける QTLの LOD値は 8.46で，
遺伝子型が吉系 15 型でβ－グルカン含有率が 14.2 ％高くなる効果が認められた．1H の
QTL に最も近傍の DNA マーカー OPF7 の QTL の LOD 値は 3.63 で，遺伝子型が吉系 15
型でβ－グルカン含有率が 11.0％高くなる効果が認められた (第 16表)．
(6) 麦芽全窒素あたりのジアスターゼ力
麦芽全窒素あたりのジアスターゼ力に関与する QTL を 1H と 5H 染色体上にそれぞれ 1
つずつ検出した (第 13 図)．1H の QTL に最も近傍の DNA マーカー MWG938 における
QTLの LOD値は 14.58で，遺伝子型が吉系 15型で麦芽全窒素あたりのジアスターゼ力が
16.29％高くなる効果が認められた．5Hの QTLに最も近傍の DNAマーカー OPF7の QTL
の LOD 値は 3.63 で，遺伝子型が吉系 15 型でジアスターゼ力が 7.72 ％高くなる効果が認
められた (第 16表)．
本節で検出した QTL は，説明変数からみて，調査した形質の変異に対して 24.1 ～ 89.1
％を説明できることを明らかにした (第 16表)．
考察
前章で染色体座乗位置を明らかにしたオオムギ縞萎縮病抵抗性遺伝子 rym7t は，うどん
こ病抵抗性，斑葉病および麦芽品質に関する QTL で同一染色体上の近い位置に座乗する
ものはなく，これらの遺伝子が集積した品種を育成することは十分可能であることが明ら
かにできた．
ビール大麦の麦芽品質は極めて重要な農業形質であることから，さまざまな解析材料や
栽培条件による QTL 解析が多く報告されている (佐藤ら 1999，五月女ら 1999，小山内
- 95 -
1999，大塚ら 1999，岩佐ら 1999，岡田ら 2002)．特にビールの生産量に関わる重要な農
業形質である麦芽エキスの QTLは，本論文で 1Hと 2Hに検出し，佐藤ら (1999) が外国
品種の交配由来の 2種類の半数体倍加系統を北米育成地の様々な場所で栽培した材料を用
いて検出した QTL とほぼ同じ位置であった．これらの結果は，麦芽エキスに関する QTL
の解明と，育種事業において利用価値の高い DNA マーカーの開発を促進するために有効
な情報であると考えられる．
また，本章の QTL の情報は以下のように育種へ寄与できると考えられる．本章で検出
した 2Hの麦芽エキスに関する効果の大きい QTLは，側面裂皮粒に関する 2H染色体上の
RA55近傍に検出した QTL (Kaiら 2000) と比較的近傍の連鎖する位置に存在することが
明らかになった．そのため，交配親の選定において，側面裂皮粒と麦芽エキスの評価がい
ずれも優れる品種を交配親にした場合，後代の雑種から側面裂皮粒の少ない系統を強く選
抜すると，選抜した中に側面裂皮に関する QTL と連鎖する麦芽エキスの多い系統が残る
可能性が高く，裂皮の発生程度の観察評価により効率的な選抜を実施することができる．
一方，凸腹粒と斑葉病に関する QTLは，いずれも 2H染色体上の DNAマーカー HvM0366
近傍に検出された．これらの QTLにおいて有用な効果を示す遺伝子型は，凸腹粒は吉系 15
型，斑葉病抵抗性はきぬゆたか型であった (第 16 表)．そのため，両方の QTL 効果を備
えた系統を選抜するためには，吉系 15ときぬゆたかの交配組合せでは，2H染色体上の凸
腹粒に関する QTL と斑葉病抵抗性に関する QTL との間の極狭い領域で組換えを起こした
系統を選抜する必要があり，有望系統の育成は困難であると予想できる．そこで交配計画
においてあらかじめ凸腹粒と斑葉病抵抗性の評価が優れる品種の組合せを用いる対策がで
きる．また，必要性が高いと判断すれば 2H 染色体上の凸腹粒と斑葉病抵抗性の QTL の
有無をそれぞれ個々に識別して選抜できる DNA マーカーの開発を行い交配母本を作製し
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て効率的に有望品種を育成することができる．さらに斑葉病抵抗性に関する QTL のよう
に病気に対して抵抗性を示す複数の遺伝子がある場合，それらの遺伝子の集積は罹病程度
の観察だけでは困難であるが，それぞれの遺伝子の有無を判別できる DNA マーカーを開
発することで，遺伝子が集積した系統を効率的かつ高精度に選抜ができると考えられる．
DNA マーカーは，育種選抜を効率的に行うための極めて有効な手段の１つであり (井
辺・吉村 1999)，本章の実験結果で明らかにした QTL の座乗位置関係や数の情報は，育
種計画の際の交配母本の選定や選抜方法，選抜の際に必要性が高い DNA マーカーの効率
的な開発に有効な情報となる．
まとめ
吉系 15 ときぬゆたかの交配 F1 由来の半数体倍加系統群を用いて，85 マーカーの 9 連
鎖群による全長 807.1cM の連鎖地図を作製した．この半数体倍加系統を供試して，うど
んこ病，斑葉病，麦芽品質に関する QTL 解析を MAPL98 により行った．その結果，うど
んこ病抵抗性に関与する QTLを 1H染色体上に 1つ検出した．斑葉病抵抗性に関する QTL
を 2H と 6H 染色体上にそれぞれ 1 つずつ検出した．凸腹粒に関与する QTL を 1H と 2H
にそれぞれ 1つづつ検出した．麦芽品質に関与する QTLを，1H，2H，3H，5Hおよび 6H
に合計 15検出した．
これらの結果，7H染色体上に座乗するオオムギ縞萎縮病抵抗性遺伝子 rym7tに対して，
うどんこ病抵抗性，斑葉病および麦芽品質に関与する QTL で同じ 7H 染色体上に検出さ
れたものはなく，これらの遺伝子が集積した品種を育成することは十分可能であることを
明らかにした．
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第７章 総合考察
品種は農業上重要な役割を果たしている．形態や成分が優れる品種は，他品種とは異
なる優れた働きをする遺伝子を備えている．新しい品種を育成するためには，それらの遺
伝子の働きを正確に評価して，雑種から効率的かつ精度の高い選抜を行う技術を開発する
必要がある．これまでの形質評価は，遺伝子の働きに気象や土壌などの環境が影響を及ぼ
した結果の形質の観察や成分を分析するものであり，遺伝子の効果を直接評価するのは困
難であった．しかし，近年動物や植物で特定の塩基配列の断片を大量に増殖する PCR 法
が開発されてからは，品種間の塩基配列の違いをこれまでより簡易に検出できるようにな
った．これらの品種間の DNA の違いは総称して DNA マーカーと呼ばれる．これらは，
精度の高い品種の識別や育種選抜における育成系統の有用遺伝子の有無の判別など多くの
場面で利用されるようになり，遺伝解析を行う上で DNA マーカーを効率的に検出するこ
とが，目的の遺伝子の同定を行い遺伝子の多様性を解明する上で重要となっている．
本論文では，国内二条大麦品種間において効率的に DNA マーカーを検出する目的で，
RAPD分析，SSR分析および CAPS分析による DNA多型の検出率を比較した．その結果，
CAPS 分析が RAPD 分析と SSR分析に比較して優れ，Kai ら (2003) の結果と一致した．
二条大麦品種間の DNA多型の存在頻度について，南角ら (2002) は SNP (1塩基置換に
よる DNA多型) を，国内二条大麦品種のはるな二条と野生大麦の OUH602間ではあるが，
STS プライマーで増幅した DNA 断片の塩基配列を調査し，数百塩基ごとに高頻度で検出
している．本論文の CAPS 分析は，認識配列が異なる制限酵素を 16 種類供試したため，
このような SNP 部分を多く検出できたと推察された．RAPD 分析と SSR 分析の DNA 多
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型検出率が劣った原因は，RAPD 分析では再現性が劣ったことであった．SSR 分析では，
PCR 増幅産物の分画能力が低いアガロースゲルを用いたため，PCR 増幅産物長の 4bp 以
下のわずかな品種間差による DNA 多型を見逃した可能性があったためと考えられた．近
年，大麦で開発されている多数の EST マーカー (佐藤 私信) や塩基配列の情報や分子マ
ーカーが最も充実している水稲とのシンテニー (相同性) を利用したさらに詳細な遺伝解
析 (栗山ら 2004)，詳細な遺伝解析に利用できる多数の大麦遺伝子断片の BAC ライブラ
リー (Tomkinsら 2000) など，急速に大麦の遺伝解析に必要なツールが充実しつつある．
本論文の結果とこれらのツールを積極的に利用して，育種に利用できるさらに実用的な
DNAマーカーを開発することが望まれる．
現在，DNA マーカーを利用した品種識別が様々な作物で開発され利用されるようにな
った．本論文では，国内二条大麦 22品種と外国二条大麦 2品種の合計 24品種を識別でき
る CAPS分析による技術を開発した．CAPS分析は操作性からみて，RAPDや SSR分析に
比べて制限酵素処理のためのコストと時間がかかるが，本実験では比較的安価な制限酵素
を選定した．この品種識別技術は結果の視認性と再現性に重点を置き，原種圃場や採種圃
場の品種の純度管理，流通での偽装防止のための抑止力としての効果を想定していること
から，コストと手間は現時点では問題ないと判断される．この技術の実用性と信頼性を維
持，向上するために，今後育成される新品種について継続的に品種間の DNA の多型情報
を最大限蓄積することが重要である．また，実用場面で積極的に活用しながら，さらなる
操作の簡易化や低コスト化からみて，制限酵素処理のいらない STS マーカー化や，PCR
の機械などの設備が不要なコスト面などで優れる Loop-mediated isothermal amplification法
(水上ら 2004) など，操作や設備など様々な面から技術開発と継続的な改良を行うこと
が望まれる．
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国内二条大麦品種間の近縁の程度を知るために，近縁係数を計算した．その結果，近縁
係数は供試した品種間で 0.100 ～ 0.809 の変異が認められた．他の品種との近縁係数の平
均値が高かったのは，はるな二条，ミサトゴールデンおよびニシノゴールドなどであった．
多くの品種がはるな二条など良質品種との近縁度が高く，このことはわが国ビール大麦の
遺伝的背景がかなり狭いことを示していた．DNA 多型の検出頻度を基に算出したユーク
リッド距離に基づくクラスター分析の結果では，交配親にあまぎ二条，きぬゆたか，九州
二条 11号 (ミハルゴールド) や関東二条 25号などを共通とするグループ，交配親および
祖先品種にはるな二条を持つグループ，エビスとアサヒ 19 号の 2 品種と遺伝的相似度が
高い品種のグループなどに分類された．この結果は，品種の家系図からみた祖先の共通程
度や二条大麦品種の育成の歴史 (増田ら 1993) からみておおむね妥当な結果であった．
根井による遺伝的距離 D からみて，他の国内二条大麦と近縁の程度が高い品種は，はる
な二条，さきたま二条，ニシノゴールド，ミサトゴールドなどであった．これらの品種は
近縁係数でも他の品種との近縁の程度が高く，両者の結果が同様の関係を示した．
品種の家系図から統計的に算出する品種間の近縁係数と，DNA 多型の検出率を基に算
出した根井の遺伝的距離 D との間には有意な相関が認められた．従って，近縁係数は，
これまで両親から半分ずつの遺伝物質を確率的に受け継ぐとして算出した概念上の値であ
ったが，品種間の DNA 多型検出率を基にした遺伝的相似度からある程度裏付けされた．
また一方で，今回用いた DNA マーカーの染色体領域は，品種育成の過程で後代にほぼ均
等に分離していったと考えられる．
この理由について以下のように考察した．真核生物においてはタンパク質をコードしな
い非発現 DNA領域が，ヒトで 98％など一般的に多く存在する (Mathewsら 2003)．その
ため，今回のように任意に選定した DNA マーカーの近傍の染色体領域は，育種で選抜対
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象となる重要な農業形質に関与する遺伝子と連鎖している可能性は極めて低く，品種の育
成過程での選抜や淘汰による影響が無かったため，後代にほぼ均等に分離していったので
あろう．
近縁係数は，全遺伝物質が後代に半分ずつ遺伝するとして確率統計的に算出し，品種間
の遺伝的関係を推定する方法であるが，本論文において DNA 多型の検出率を基に算出し
た遺伝的距離によりある程度裏付けされたこと，現状の遺伝解析では困難なゲノム全体の
遺伝的背景がコンピュータで手軽に迅速に算出できる利点があり，常に新しい品種が加わ
っていく育種現場の状況に対応しやすく，地域に普及する多くの品種間の遺伝的多様性を
維持するよう合理的な交配計画を立てる際，有効に利用できると考えられた．
一方で，今後は遺伝解析が進み，有用遺伝子に連鎖して，その遺伝子の有無を判別でき
る DNA マーカーが数多く作出されるであろう．現在，育種目標となる重要な農業形質で
ある種子感水性 (岩佐ら 1999)，醸造適性 (金谷ら 1998，岡田ら 2002)，凸腹粒や側面
裂皮粒 (Kai ら 2003)，木石港 3 由来のオオムギ縞萎縮病抵抗性遺伝子 (Miyazaki ら
2001) および赤かび病 (Hori ら 2003) などに関与する有用な遺伝子の解析が急速に進ん
でいる．このような有用遺伝子に連鎖する DNA マーカーで検出される遺伝子型の分離比
は，選抜により有用な農業形質を発現する遺伝子型に著しく偏ることが予想される．また，
戻し交雑と DNA マーカーを利用した選抜 (矢野 1996) により必要な遺伝子領域のみが
導入された品種が多く育成されたとき，両親から半分ずつ遺伝物質を受け継ぐという計算
を行う近縁係数と DNA 多型を基にした遺伝的距離の相関関係はあまり高くならないこと
が予想される．しかしそのときでも，近縁係数は品種の全体的な遺伝的背景や祖先品種の
構成を迅速に簡易に把握できる点で利用価値が高いと考えられる．
bulbosum 法による半数体倍加系統の作出は，3年間で，2309の受粉穎花数に対して 103
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系統が得られた．本論文における半数体倍加系統の作出率は，受粉穎花数に対して平均 4.5
％であった．この結果は稲の葯培養における，全置床葯数に対して得られた倍化半数体数
の割合よりも高い値であり，bulbosum 法は優れたものであった．
94 の半数体倍加系統におけるオオムギ縞萎縮病抵抗性とその他の形質の分離比は，い
ずれも 1：1 のメンデル分離比に適合した．また，DNA マーカーにおいてヘテロ型は全く
検出されず，遺伝子型の分離比はメンデル分離比に適合し，歪みは特に認められなかった．
これらのことは，H.bulbosum との交配親和性，胚培養やコルヒチン処理による倍数化に
おける適性に関する特異的な遺伝子の存在あるいはそれらの遺伝子との連鎖がないことを
示しており，本法の有効であることをさらに示すものと考えられる．
半数体倍加系統の遺伝解析への利用は以下の点で優れた．育成して 2年目には固定系統
として劣性遺伝子によるオオムギ縞萎縮病の抵抗性の評価が可能であったこと，完全なホ
モ接合体の固定系統であるため増殖が容易で分析用に十分量確保できたこと，同一遺伝子
構成を持つ材料として何度も栽培して形質評価を繰り返すことが可能で，形質評価の信頼
性を高めることができた．
本論文では，半数体倍加系統を用いて徳島モチ裸由来の新たなオオムギ縞萎縮病抵抗性
遺伝子 rym7t を有する系統を判別する育種に利用価値の高い DNA マーカーの開発を行っ
た．解析材料に用いる品種は，近縁係数が 0で形態の違いから遺伝的多様性が大きい縞系 6
と lk2 交配 F1 由来の半数体倍加系統を用いた．そのため，DNA マーカーを高頻度で作出
することができた．さらに，rym7t 近傍の領域を狙って DNA マーカーを作出するバルク
分析を行った．バルク分析は，解析材料の DNA にヘテロ領域がある場合ヘテロを含むグ
ループ側由来の DNA 多型しか検出できないため検出効率が半分になるが，本論文では解
析材料に完全なホモ接合体である半数体倍加系統群を用いたために効率的に分析ができ
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た．バルク分析により作出した RAPD マーカーは，染色体上の位置情報が無いランダム
プライマーであったが，目的の rym7t近傍の領域に 6種類が位置づけできた．
連鎖解析の結果，本論文で得た 3つの形態マーカー，37カ所の DNAマーカーおよび新
たなオオムギ縞萎縮病遺伝子 rym7t による全長 299.5cM の 7H 染色体の連鎖地図が作製で
きた．これは 7H 染色体のほとんどをカバーするものである．この結果から，rym7t の両
側の最も近傍に連鎖する DNA マーカーとして，rym7t から短腕側に 27.1cM で連鎖する
RAPDマーカーの R13+RAPD1と，rym7tから長腕側に 11.9cMで連鎖する CAPSマーカー
MWG511 を選定した．これらの DNA マーカーにおける遺伝子型は，オオムギ縞萎縮病抵
抗性の観察による判定と高い確率で一致し，本 DNA マーカーが選抜に有効であることを
示した．
本実験結果により，rym7t の 7H 染色体上の座乗する領域をかなり特定できた．そのた
め，今回明らかにした rym7t の座乗位置の周辺の塩基配列情報を収集することで，さらに
rym7t に密接に連鎖する DNA マーカーの開発や，今回検出した DNA マーカーで rym7t を
有する縞系 6 との間に多型が検出されない交配母本品種について新たな DNA マーカーの
開発を効率的に行うことができる．
本論文の結果，新たなオオムギ縞萎縮病抵抗性遺伝子 rym7t は，条性の連鎖はなく，育
種選抜の指標となるモチウルチ性や皮裸性は 7H 同一染色体上にあり後者は連鎖が認めら
れる．しかし今回作出した DNA マーカーは，それらの形態マーカーよりも rym7t 近傍で
あるため，これらの連鎖している遺伝子をそれぞれ個々に識別して目的の遺伝子のみを有
する系統を DNA マーカーの遺伝子型をもとに選抜することが可能である．さらに rym7t
は，うどんこ病抵抗性，斑葉病，凸腹粒および麦芽品質に関する QTL で同一染色体上の
近い位置に座乗するものはなく，これらの有用な遺伝子が集積した品種を育成することは
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十分可能であることが明らかにできた．
このようにして，本研究では DNA マーカーの効率的な検出方法を検討し，CAPS マー
カーによる国内の主要な二条大麦品種の識別技術を開発した．また，品種間の近縁程度を
簡易にコンピュータで算出できる近縁係数が，DNA 多型の検出率を基に算出した根井の
遺伝的距離 D と有意な相関があることを明らかにした．さらに遺伝的にホモ接合体で固
定した同一の遺伝子構成の材料として維持，増殖が簡易で遺伝解析の材料として優れる半
数体倍加系統を作製した．これを利用して連鎖解析を行い，徳島モチ裸由来の新たなオオ
ムギ縞萎縮病抵抗性遺伝子 rym7t の座乗位置を明らかにするとともに，rym7t を有する有
望品種の育種選抜に利用できる DNAマーカー R13+RAPD1と MWG511を選定した．これ
らの成果は，今後の二条大麦の新品種育成に大きく寄与するものと考えられる．
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Studies on the Development and Application of DNA Markers for Breeding of
Malting Barley
Yosuke Uchimura
Summary
The technology of identifying barley cultivars by the DNA markers was established. The
purpose is to manage the foundation seeds and to protect the breeder's right and brands from
pirarted cultivars. The author could identify the 24 cultivars consisted of 22 Japanese cultivars and
2 foreign cultivars by CAPS (Cleaved Amplified Polymorphic Sequence) analysis, and detect
DNA polymorphisms among 24 cultivars by 9 CAPS markers combined with 9 STS markers and
6 endonuclease, electrophoresed DNA fragments in 1.8% agalose gels. In addition, the author
selected 28 CAPS markers, 4 SSR marker and 6 RAPD markers that could detect DNA
polymorphisms among 24 cultivars.
Genetic relationships among cultivars were estimated either by coefficient of parentage, which
was calculated using the database of cultivars lineage, or from genetic distance, which was
calculated based on DNA polymorphism using the molecular markers. In this study, Euclidean
distances and Nei's genetic distances among 22 barley cultivars were calculated using moleculer
markers. The result of cluster analysis based on Eucedian distances was well explained by lineages
of respective cultivars. A significant correlation (-0.526～-0.650) between the coefficients of
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parentage and the Nei's genetic distances was found among 22 modern cultivars grown in Japan.
Thus, the validity of the coefficients of parentage between two cultivars, which was calculated
assuming that cultivars derived from the crossing had half of the genetic materials of each parent,
was supported by the genetic distance estimated from DNA polymorphism. On the other hand, the
alleles detected by the molecular markers in this study were supposed to be nearly equally
distributed to the offspring in the breeding process.
To develop a DNA marker assisted selection system for lines with recessive resistance gene to
all races of barley yellow mosaic virus (BaYMV), the author produced doubled haploid lines by
the bulbosum method in barley. The author used Japanese six-rowed barley cultivar Shimakei6
with a resistance gene to all races of BaYMV and susceptible two-rowed barley cultivar lk2.
Doubled haploid lines were obtained by pollinating the F1 plants with pollen of H.bulbosum L..
Ratio of haploid plants obtained to florets pollinated was 1.7 - 4.5 %. Ninety five haploid lines
segregated to 47 resistance and 48 susceptible to BaYMV strain I in the infected field by BaYMV.
This segregation ratio fitted a theoretical ratio of 1:1. Segregation ratios by molecular markers also
fitted a theoretical ratio of 1:1 except one marker. No heterozygous genotype was observed.
Doubled haploid lines are useful because fixed lines could be obtained in a short period and
doubled haploid lines have complete homogenote phenotype even with recessive genotype.
Reliable evaluation of phenotype by many times is possible because they are fixed without
segregation by seed multiplication.
To establish a marker assisted selection system, and linkage analysis of BaYMV gene (rym7t)
descended from Tokushima mochihadaka, doubled haploid lines derived from F1 of Shimakei6
× lk2 were developed.
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A genetic linkage map was constructed for Shimakei6 × lk2 using 94 doubled haploid lines
with 3 phenotype markers, 27 DNA markers and rym7t. This map covered 252.8cM on 7H
chromosome. DNA markers were selected on the nearest both side of rym7t. The DNA marker
R13+PAPD1(RAPD) chained the distance 27.1cM to rym7t on the long arm side of 7H. Another
DNA marker MWG511(CAPS) chained the distance 11.9cM to rym7t on the other side.
The accuracy was confirmed for the selection of resistance lines to BYMV using the DNA
markers (R13+RAPD1, MWG511) chained both nearest side of rym7t. 81% of genotypes with
these DNA markers corresponded to phenotypes of BaYMV resistance. On the other hand, 12
lines in doubled haploid barley lines had crossover between the marker and rym7t.
To obtain information for more efficient breeding, the author detected and presumed the
locations of QTLs of resistance to powdery mildew or barley stripe disease, grain ventral swelling
and malting quality (water sensitivity, protein content of malt, soluble nitrogen content in wort,
malt extract, β-glucan, diastic power per total nitrogen) using 91 DNA markers with 150
doubled haploid lines originated from Kinuyutaka × Yoshikei15. QTL for resistance to powdery
mildew was detected on 1H. Two QTLs for barley stripe disease were detected on 2H and 6H. 15
QTLs for malting quality were detected on 1H,2H,3H,5H and 6H. No QTL for them was detected
in near area of rym7t. It shows that the development of lines with all of these genes is promising.
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